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IV.1.- Sepia officinalis 
 
IV.1.1.- Espermiogènesi de Sepia officinalis 
  
Els primers estudis de l’espermiogènesi dels Cefalòpodes Decàpodes (Sepietta 
oweiana i Loligo forbesi), daten del 1955, quan Franzén, amb l’ús de la microscopia 
òptica, va ser capaç de descriure algunes de les modificacions cel·lulars del procés.  
Principalment, va definir la modificació d’una espermàtida rodona a una forma 
elongada de l’espermatozoide madur, va descriure també els agregats de mitocondris 
a la zona basal de l’espermatozoide, i la formació i desenvolupament del flagell situat 
al lateral de l’espermatozoide. 
 
 L’espermiogènesi de Sepia officinalis, va ser primer estudiada per a Maxwell 
(1975) mitjançant tècniques de microscopia òptica i també per primera vegada, a nivell 
ultraestructural mitjançant la microscopia electrònica. Anteriorment, el cefalòpode 
Decàpode Sepia officinalis era conegut amb el nom d’Eusepia officinalis. 
 
 En aquest treball Maxwell descriu la morfologia dels espermatòcits secundaris i 
espermàtides tempranes: comenta que són cèl·lules esfèriques de 14m de diàmetre 
aproximadament i que contenen moltes vesícules refractàries. Segons Maxwell, en 
l’espermàtida temprana el nucli experimenta una fase inicial de condensació on el 
proacrosoma és depositat a la part de l’àpex del nucli.  El proacrosoma, juntament 
amb la massa mitocondrial disposada a la base del nucli, formen un eix longitudinal en 
l’espermàtida inicial. Maxwell observa que el diàmetre nuclear de l’espermàtida 
temprana té la mateixa longitud que la llargada del nucli de l’espermatozoide madur; 
és a dir, que en el procés de l’espermiogènesi, el nucli no experimenta cap elongació 
sinó que aconsegueix la seva condensació mitjançant una reducció de la seva secció 
transversal. 
 
 També descriu la pèrdua de citoplasma de les espermàtides per a una correcta 
formació de l’espermatozoide madur.  
  
 A nivell d’ultraestructura, descriu com la vesícula proacrosòmica es forma a 
partir de l’aparell de Golgi  just quan el nucli inicia la seva condensació.  Al llarg de 
l’espermiogènesi, el proacrosoma incrementa de tamany sense experimentar canvis 
massa importants. L’acrosoma madur de l’espermatozoide és una estructura en forma 
de sac sense estructures internes aparents. 
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També descriu que la cromatina de l’espermàtida temprana es troba primer 
difosa i disposada a l’atzar, i que posteriorment adopta una estructura homogènia 
granular d’uns 20nm de diàmetre. Més endavant es formen filaments fins de cromatina 
disposats al llarg del’eix acrosoma-centríol. Després, aquests filaments fins esdevenen 
fibres d’uns 40nm aproximadament en secció. El nucli de l’espermatozoide madur és 
homogeni i electrodens.  
 
 Maxwell també menciona la presència de microtúbuls: primer parla de 
precursors de microtúbuls en estadis inicials i després d’un anell de microtúbuls que 
envolten per complet el nucli de l’espermàtida. També va observar que els microtúbuls 
són eliminats en els últims estadis de l’espermiogènesi, ja que ni els espermatozoides 
de l’epidídim ni dels espermatòfors tenen microtúbuls. 
 
 Per últim, també descriu l’estructura de la peça mitja i cua, amb una estructura 
centriolar típica 9+2 a la base del flagell. 
 
 
 Nosaltres en aquest treball, hem fet una reexaminació amb detall del procés de 
l’espermiogènesi de Sepia officinalis, ja que l’estuid de Maxwell (1975), consisteix en 
una descripció molt general de l’espermiogènesi del Cefalòpode. Hem aprofundit 
sobretot a nivell ultraestructural, en estadis espermiogènics de l’espermàtida amb el 
propòsit d’estudiar la nucleomorfogènesi i condensació de la cromatina 
espermiogènica. Posteriorment, estudiem les proteïnes nuclears i la transició en la 
composició de proteïnes durant l’espermiogènesi. 
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IV.1.2.- El nucli en l’espermiogènesi de Sepia officinalis 
 
IV.1.2a) Visió global de l’espermatogènesi de Sepia.  
Microscopia òptica. 
 
 Per introduir-nos en l’estudi del procés de formació de la cèl·lula espermàtica 
del cefalòpode S. officinalis, hem començat fent unes observacions del túbul seminífer 
de la gònada al microscopi òptic convencional a partir de talls semi-fins (<1micra de 
gruix) incluïts en Spurr, on es poden veure i diferenciar els diferents tipus cel·lulars 
espermatogènics.  
 
En S. officinalis al igual que la gran majoria d’espècies animals, el procés de 
diferenciació de l’espermatozoide té lloc en l’epiteli germinatiu del túbul seminífer des 
de la perifèria cap a la llum del túbul. La Fig. IV.1 mostra un detall de la perifèria del 
túbul on es poden veure (de dreta a esquerra de la figura), les cèl·lules 
espermatogèniques. Les espermatogònies de tipus A es caracteritzen per tenir un 
nucli gran, de forma ovalada i amb poca heterocromatina. Descansen sobre la làmina 
basal de l’epiteli seminífer. Les espermatogònies de tipus B són també cèl·lules grans 
que es diferencien de les de tipus A per tenir un nucli més rodó amb més 
heterocromatina perinuclear. Seguidament, les espermatogònies trobem els 
espermatòcits primaris, que inicien la primera divisió meiòtica, i els secundaris que 
inicien la segona divisió meiòtica. Aquesta població de cèl·lules en meiosi, segueixen 
sent cèl·lules amb el nucli gran i rodó, on es poden distingir varies fases de la meiosi; 
en un tall histològic, els espermatòcits secundaris no són freqüents de trobar, degut a 
què el procés de la meiosi és una fase que passa ràpida en l’espermatogènesi (dura 
entre 1 i 2 dies).  
 
Aquests primers dos tipus de cèl·lules espermiogèniques diferents 
(espermatogònies i espermatòcits; es distingeixen fàcilment en el túbul (Fig. IV.1), per 
tenir un nucli gran amb variacions en l’aspecte de la cromatina degut a les 
continuades divisions mitòtiques i meiòtiques que experimenten, i formen una primera 
capa de cèl·lules situada més a la perifèria del túbul seminífer. 
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Fig.IV.1: Tall semifi de la gònada de S. officinalis en microscopia òptica.  Els 
diferents tipus cel·lulars que constitueixen l’espermatogènesi es poden observar en la 
secció del túbul seminífer de dreta a esquerra: Espermatogònies (A i B), espermatòcits 
(primaris i secundaris) espermàtides i espermatozoides gonadals. 
 
 
 
 
 
 
Aquestes divisions cel·lulars que es donen en aquesta etapa de 
l’espermatogènesi, a part de les divisions proliferatives de les espermatogònies de 
tipus A, la resta són divisions que no realitzen la citocinesi i que per tant mantenen 
una connexió entre elles compartint citoplasma, fet que explica que la diferenciació de 
les espermàtides cap a espermatozoide sigui un procés sincronitzat on vàries 
espermàtides es diferencien en fase. 
 
 Seguidament als espermatòcits secundaris ens troben amb les espermàtides 
rodones primerenques, que són les primeres cèl·lules haploides que inicien el procés 
de l’espermiogènesi, la diferenciació cap a espermatozoide. Aquestes cèl·lules tenen 
el nucli més petit que les cèl·lules que presenten divisió mitòtica, i tenen una tinció 
nuclear també més intensa. Aquestes espermàtides inicien un procés de diferenciació  
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cel·lular que les va especialitzant en la cèl·lula espermàtica; a mesura que avança en 
la diferenciació, progressa cap a la llum del túbul, de manera que a partir de les 
espermàtides rodones en endavant trobem els diferents estadis de l’espermiogènesi 
fins arribar als espermatozoides madurs gonadals, que es troben a la llum del túbul 
seminífer. 
 
La figura IV.2 són ampliacions de les diferents fases de l’espermiogènesi a nivell 
de microscopia òptica. 
 
La figura IV.2A mostra dos espermatòcits, on es pot apreciar que la cromatina 
presenta diferents grau de condensació amb la heterocromatina distribuïda 
principalment a la perifèria del nucli. L’espermàtida rodona (fig.IV.2B, presenta un nucli 
rodó i homogeni amb tinció intensa; els primers passos de diferenciació de  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.IV.2: Estadis de l’espermatogènesi de Sepia en el microscopi òptic. A: 
Espermatòcits primaris; B: espermàtida rodona inicial; C: espermàtides que es 
diferencies alhora iniciant una lleuger elongació del nucli; D: espermàtides més 
avançades en fase d’elongació i condensació de la cromatina; E: condensació 
asimètrica de la cromatina en el nucli de l’espermàtida; F: espermatozoides gonadals 
que aniran cap a l’epidídim. 
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l’espermàtida consisteixen en una lleugera elongació del nucli (figs.IV.2C i D) i una 
condensació gradual de la cromatina (Fig.IV.2E). En el cas de S. officinalis, com 
veurem més endavant amb detall a nivell d’ultraestructura, la condensació de la 
cromatina és asimètrica i la cromatina altament electrodensa i compactada queda 
reclutada en un costat de l’espermàtida. En la imatge IV.2E, es pot veure com les 
espermàtides en elongació presenten un lateral amb tinció més intensa, que l’altre 
degut a aquest reclutament asimètric de la cromatina. Finalment, quan la cromatina ja 
ha assolit el nivell màxim de compactació (Fig.IV2.F) l’espermatozoide gonadal 
viatjarà cap a l’epidídim a través de la llum del túbul seminífer per acabar de completar 
la seva maduració. 
 
 
 Microscopia electrònica.  
 
 L’espermàtida rodona primerenca, és la cèl·lula que inicia el procés de 
diferenciació cap a espermatozoide. En la Fig.IV.3A, hi ha representada una 
espermàtida primerenca de Sepia officinalis. És una cèl·lula amb el nucli i citoplasma 
arrodonits i petita, ja que en primer lloc, prové de la divisió meiòtica, i en segon lloc, 
perquè el nucli és haploide, amb una sola dotació cromosòmica. El nucli rodó, té una 
secció de 4m i la cromatina té un aspecte molt similar a la cromatina d’una cèl·lula 
somàtica on s’hi diferencia l’eucromatina (eu), (més laxa) de la heterocromatina (ht) 
(més electrodensa i compactada).  En el citoplasma, s’aprecien unes vesícules 
provenint de l’aparell de Golgi poc estructurades i poc electrodenses (vp) que, com es 
veurà més endavant, formaran la vesícula proacrosòmica; també es poden veure 
mitocondris (m) que s’aniran disposant a la part oposada del proacrosoma. En el nucli, 
també s’hi veu el nucleol (o restes de nucleol), que mica en mica desapareixerà. 
 
 
 
 
Fig. IV.3.( pàgina següent). Visió panoràmica d’espermàtides rodones inicials en 
l’espermiogènesi. A: Espermàtida amb cromatina de tipus somàtic. Heterocromatina 
(ht), eucromatina (eu), vesícules proacrosòmiques (vp), mitocondris (m), nucleol (n). 
B: Espermàtida rodona amb cromatina granular. Proacrosoma (pa), vesícules 
proacrosòmiques (vp), invaginació centriolar (inv.), mitocondris (m). 
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La primera transició en l’espermiogènesi consisteix en primer lloc, en la 
polarització de l’espermàtida rodona, i en segon lloc, una reorganització global de 
l’ADN, on la cromatina de tipus somàtic s’organitza en grànuls. La figura IV.3B 
ensenya el que seria el resultat d’aquest pas: el proacrosoma (pa) pren contacte amb 
la membrana externa de l’embolcall nuclear per la zona de l’àpex i es va  formant a 
partir de les vesícules citoplasmàtiques (vp) que va rebent provenint de l’aparell de 
Golgi. Per la part de la base, comença a formar-se la invaginació (inv) on a través de 
l’organització dels centríols, s’hi origina el flagell 
 
Aquesta invaginació en els cefalòpodes Decàpodes es troba en un lateral (W. 
Gordon et al., 1975). Els mitocondris (m) s’acumulen i es disposen a la base de la 
invaginació. Amb el proacrosoma a l’àpex i els centríols a la base, queda establert un 
eix que polaritza l’espermàtida. Quan en el capítol següent analitzem en profunditat 
l’espermiogènesi, veurem que és també a la base d’aquesta invaginació on s’hi 
originen els microtúbuls (mt) (que ja havia descrit Maxwell) que comencen englobant 
els mitocondris i van organitzant-se adjacents a banda i banda de la membrana 
nuclear en direcció cap a l’acrosoma. 
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Fig.IV.4. Espermàtides en elongació i cromatina organitzada en fibres. A: 
Espermàtida en elongació amb cromatina homogèniament organitzada en fibres de 20 
a 25nm. A.1: Detall dels microtúbuls (mt) envoltant l’acrosoma. Acrosoma ja format 
(a), nucli espermàtic en elongació que ha reorganitzat la cromatina de granular a fibres 
de 25-30nm. B: Espermàtida en elongació i cromatina organitzada en fibres de 40nm 
a 45nm. B.1: Detall de l’àpex on es veuen els microtúbuls. Les fibres fines (25-30nm) 
donen lloc a fibres més gruixudes de 40-45nm. Acrosoma (a), microtúbuls (mt). 
 
 
 
 
 
 En quan al nucli, no ha experimentat un canvi important en forma i volum 
respecte l’espermàtida rodona inicial; en canvi la cromatina presenta un aspecte 
diferent: l’hetero i eucromatina s’han reorganitzat i ara queda organitzada en forma de 
grànuls homogenis de 18nm a 20nm de diàmetre distribuïts també homogèniament 
dins el nucli.  
 
 La Fig. IV.4 representa els dos estadis següents  als de la Fig. IV.1. En primer 
lloc, la formació de l’acrosoma (a) ja és completa (veure Fig. IV.4A),  i juntament amb  
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el nucli, han sofert una lleugera elongació, (el nucli que mesura 4 micres de diàmetre 
en la fase anterior, ara mesura 5 micres de llarg i 3 d’ample). Molt possiblement 
aquesta elongació sigui deguda a què els microtúbuls que en l’estadi anterior iniciaven 
la seva organització des de la base, ara ja han completat la seva polimerització, i es 
troben rodejant el nucli fins a l’acrosoma (detall Fig. IV.4A.1). La orientació i disposició 
dels microtúbuls és un aspecte que tractarem en profunditat en el següent capítol, en 
aquí només mencionar  per entendre millor el que passa en els estadis següents, que 
la disposició dels microtúbuls és asimètrica un costat respecte l’altre i que aquest fet 
condiciona per complet la manera com es condensa i es disposa la cromatina 
espermiogènica dins el nucli.  
 
 Un altre aspecte important en aquesta fase és que la cromatina ha passat 
d’estar tota organitzada en grànuls de 18nm-20nm aproximadament, a organitzar-se 
en fibres de 25nm a 30nm, que es troben disposades paral·leles al que és l’eix 
longitudinal d’elongació de l’espermàtida acrosoma-centríol. En el capítol b.3) d’aquest 
treball estudiem les causes d’aquesta transició en la organització de la cromatina. 
 
En el següent estadi, queda representat en la Fig.IV.4B i detall B.1: es 
caracteritza per una remodelació completa de la fibres de 25nm-30nm per donar lloc a 
fibres més gruixudes de 40nm a 45nm, mantenint la mateixa forma i volum del nucli i 
acrosoma respecte l’estadi anterior (comparar Figs. IV.4A i IV.4B). 
 
A partir d’aquest estadi en endavant, les fibres es van fusionant entre elles 
donant lloc a fibres més gruixudes de diferent grossors 50nm-60nm-70nm… i es van 
acumulant paral·leles a l’eix d’elongació de manera asimètrica. La Fig.IV.5A 
representa aquest moment, on hi ha una espermàtida en un tall aproximadament 
transversal i una espermàtida en el mateix estadi en tall longitudinal. El lateral 
d’acumulació de les fibres és el lateral on els microtúbuls perinuclears (mt) es troben 
disposats paral·lels a l’eix acrosoma-centríol, i al igual que les fibres, en estret 
contacte amb la membrana de l’embolcall nuclear. Els microtúbuls del lateral oposat, 
es troben  disposats oblics (veure detall Fig. IV.5.A.1) respecte aquest mateix eix.  
 
En aquesta fase, com veurem en l’apartat c.1 d’aquest capítol, és molt 
important per a la condensació i disposició de la cromatina l’estret contacte que 
s’estableix entre la membrana interna de l’embolcall nuclear i cromatina, i la 
membrana externa de l’embolcall nuclear i els microtúbuls. 
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Fig.IV.5. A: Espermàtida en elongació en fase de fusió de fibres gruixudes. A.1: 
Detall de la distribució dels microtúbuls (mt).Acrosoma (a), mitocondris (m), 
microtúbuls (mt) . B: Espermatozoide de la gònada.  Espermatozoide gonadal amb 
la cromatina compactada ocupant tot el volum del nucli. Els microtúbuls (mt) rodegen 
el nucli , englobant els mitocondris (m),acrosoma (a), nucli condensat (n). 
 
 
 
 
 
 
El nucli, respecte la fase anterior, ha sofert una molt lleugera elongació 
(mesura 6 micres de llarg aproximadament), però sobretot ha experimentat una 
reducció del diàmetre (2.3micres d’ample). Aquesta reducció de la secció del nucli és 
degut en part a la interacció de les fibres entre elles, en part a la força que exerceixen 
els microtúbuls perinuclears. De fet, aquesta disminució del volum del nucli consisteix 
en un reclutament del lateral on els microtúbuls estan oblics cap al lateral 
d’acumulació de la cromatina i pèrdua de citoplasma  en el procés. 
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La última figura, (Fig.IV.5B), mostra un espermatozoide de la gònada on es veu 
el resultat final d’aquest procés: la cromatina altament condensada i electrodensa 
ocupa la totalitat del volum del nucli (n). Els microtúbuls (mt) estan  adjacents a 
l’embolcall nuclear, rodejant la perifèria del nucli, mitocondris (m) i acrosoma. 
 
 
 
IV.1.2b) Visió en profunditat de la condensació de la cromatina 
 
 IV.1.2b.1) Microscopia electrònica: fases de condensació del nucli 
 
 Fins ara hem fet una descripció somera i general dels canvis que es donen en 
la cèl·lula per esdevenir espermatozoide; en aquest apartat ens centrem a estudiar en 
profunditat tots els passos de condensació de la cromatina espermiogènica i procés 
de nucleomorfogènesi de l’espermatozoide de Sepia officinalis. 
 
 a. Primera remodelació de la cromatina: somàtica a granular
 
El primer tipus cel·lular en iniciar l’espermiogènesi, com ja hem comentat 
anteriorment, és l’espermàtida rodona (Fig.IV.3A.) Aquesta cèl·lula es caracteritza per 
el seu nucli (i també citoplasma) arrodonit, però sobretot per la organització de la seva 
cromatina: el nucli de la Fig.IV.3A, presenta una cromatina més electrodensa i 
compacta: l’heterocromatina; i altres zones menys electrodenses on s’hi troba 
l’eucromatina. En un nucli somàtic, l’heterocromatina és aquella part del genoma  
inactiu en quan a la transcripció gènica i la constitueixen principalment els centròmers 
i telòmers dels cromosomes. L’eucromatina, en estar menys compactada i accessible 
a la maquinària de transcripció, és la part del genoma actiu per a la transcripció de 
gens. Degut a la similitud en quan a l’aspecte de la cromatina d’aquesta espermàtida 
rodona amb la cromatina d’un nucli somàtic, anomenem aquesta fase primera 
espermàtida amb cromatina de tipus somàtic. 
 
 El primer pas que fa l’espermàtida rodona per iniciar la seva diferenciació a 
espermatozoide és reorganitzar la cromatina, i establir un eix cel·lular que polaritza la 
cèl·lula. En el cas de l’espermàtida, és l’eix que va des de l’acrosoma fins al centríol. 
Les Figs IV.6 i IV.7 són imatges que corresponen a una fase immediatament després  
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a l’espermàtida rodona, on s’aprecien aquests dos primers passos. En la Fig. IV.6 es 
poden veure dues espermàtides senceres i part del nucli d’una tercera espermàtida a 
l’extrem superior dret de la fotografia: les tres cèl·lules presenten una cromatina en 
fase de transició entre el que hem descrit com a cromatina somàtica cap a la 
cromatina organitzada en grànuls homogenis de 18nm a 20nm  de la fase següent  És 
interessant veure com l’heterocromatina s’ha començat a difondre i a perdre la seva 
electrodensitat (sobretot espermàtides de la part superior dreta i inferior esquerre de la 
imatge), adoptant gradualment un aspecte més homogeni tirant cap a granulós. En les 
tres espermàtides encara queda part de l’heterocromatina (ht) de l’espermàtida rodona 
inicial.  
 
 Addicionalment, en l’espermàtida de la part inferior dreta de la fotografia, es 
veu com la vesícula proacrosòmica (vp) ja ha establert contacte amb la zona de la 
membrana del nucli que serà la part apical de la cèl·lula espermàtica. 
 
Més endavant es veurà amb més claredat, però en aquesta imatge ja s’aprecia 
que el contacte d’aquesta vesícula proacrosòmica amb l’embolcall nuclear provoca 
una electrodensificació de la membrana del nucli. 
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Fig.IV.6. Espermàtides tempranes en primera fase de transició a cromatina 
granular. Les tres espermàtides estan en la mateixa fase; heterocromatina (ht), 
eucromatina (eu), proacrosoma (pa), vesícules proacrosòmiques (vp), restes de 
nucleol (n) . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 En el citoplasma d’aquesta i de la resta d’espermàtides, es poden apreciar 
aquestes vesícules proacrosòmiques que provenen de l’aparell de Golgi i que es van 
disposant a l’àpex cel·lular per formar l’acrosoma. En el nucli de l’espermàtida de la 
part inferior esquerre, hi ha una part més electrodensa, molt possiblement sigui el 
nucleol (n) .  
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Fig.IV.7: Espermàtida rodona  en  la segona fase de la transició de cromatina 
somàtica a granular. La cromatina homogènia ja no es troba organitzada en eu i 
hetero cromatina sinó que presenta un aspecte homogeni. Mitocondris (m), vesícules 
proacrosòmiques (vp), membrana nuclear electrodensificada (mne). 
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La Fig.IV.7 mostra una espermàtida on es veu en primer lloc, que la cromatina 
és homogènia i ja comença a tenir un aspecte granulós (sense restes 
d’heterocromatina). També s’aprecia per una banda les vesícules proacrosòmiques 
(vp) que van formant l’acrosoma, i per l’altra hi ha un cúmul de mitocondris (m) en el 
costat oposat al de les vesícules proacrosòmiques. Aquests mitocondris es disposaran 
a banda i banda de la futura invaginació on hi haurà els centríols que iniciaran la 
formació del flagell. En aquesta fase, la cèl·lula està clarament polaritzada, havent 
definit l’àpex (zona on s’estableix l’acrosoma) i la base (zona d’acumulació de 
mitocondris) cel·lular. Destacar també que al igual que quan la vesícula 
proacrosòmica entra en contacte amb la membrana nuclear, aquesta 
s’electrodensifica, els mitocondris també provoquen una electrodensificació de 
l’embolcall nuclear per la zona de contacte a la base de l’espermàtida.   
 
El pas següent per a la condensació de la cromatina, és passar d’aquest 
aspecte granulós a grànuls de 18nm-20nm de diàmetre com els que hem definit en 
l’apartat anterior. La Fig.IV.8 presenta una cromatina homogènia organitzada en 
grànuls de 18nm-20nm de diàmetre. Val la pena puntualitzar que amb tots aquests 
canvis de conformació de la cèl·lula i de la cromatina, la forma i tamany del nucli no ha 
variat respecte l’espermàtida inicial: el nucli en aquesta fase de cromatina granular, 
segueix mesurant 4 micres de diàmetre.  
 
Aquesta remodelació de la cromatina de tipus somàtic per adoptar un aspecte 
més homogeni, és un pas que es produeix en d’altres espermiogènesi (Ribes et al., 
2001); fet que fa pensar que podria ser un pas necessari per a el correcte 
desenvolupament de la condensació posterior de la cromatina. 
 
Així doncs, podríem resumir els canvis que es donen en la cèl·lula durant el 
pas d’espermàtida rodona amb cromatina de tipus somàtic  a granular en dos punts 
principals: 
 
 
1.- En primer lloc, es dona una reorganització gradual de la cromatina de tipus 
somàtic passant per estadis intermitjos on es pot apreciar la pèrdua progressiva de 
l’heterocromatina i l’adquisició d’una organització de la cromatina en grànuls 
distribuïda homogèniament en el nucli. 
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2-. També durant aquesta transició primera, la cèl·lula espermàtica temprana 
queda polaritzada  de manera que en el citoplasma l’aparell de Golgi sintetitza les 
vesícules (poc electrodenses) que formen el proacrosoma a l’àpex, i els mitocondris 
de la cèl·lula migren cap a la base de l’espermàtida. Com a conseqüència del contacte 
del proacrosoma i dels mitocondris la membrana nuclear s’electrodensifica.   
 
Fig.IV.8. Espermàtida rodona amb cromatina de tipus granular. El nucli, malgrat 
haver remodelat la seva cromatina, manté la mateixa forma i volum. Mitocondris (m), 
vesícula proacrosòmica (vp), microtúbuls (mt), zona basal electrodensa (zbe). 
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L’espermàtida de cromatina granular, és una cèl·lula interessant ja que en 
aquest estadi de l’espermiogènesi relativament inicial, s’estableixen interaccions dins 
la cèl·lula importants per a fases posteriors.  
 
 
 
Fig.IV.9: Detall de la zona apical d’una espermàtida rodona (de cromatina 
granular). 9.1: Visió panoràmica de l’espermàtida. Observar com l’acrosoma està 
en formació; el contacte de l’acrosoma amb el nucli provoca una electrodensificació de 
la membrana nuclear. Vesícula proacrosòmica (vp), proacrosoma (pa). 
 160 
IV.RESULTATS         Sepia officinalis 
 
 
Com hem descrit fins ara, aquest nucli de cromatina granular, presenta una forma 
rodona igual que la de espermàtida inicial, però té d’altres característiques a nivell 
cel·lular, que la diferencien clarament de la fase anterior: l’acrosoma, en contacte per 
l’àpex amb la membrana nuclear externa del nucli encara no s’ha acabat de formar-se 
del tot, i en conseqüència, està rebent el material en forma de vesícules procedents de 
l’aparell de Golgi. La figura IV.9, mostra aquest moment, on s’observen les vesícules 
proacrosòmiques que viatgen cap a l’acrosoma en formació.  
 
Per altra banda, s’ha iniciat la invaginació que penetra dins el nucli per la part 
basal; els centríols són engolits per aquesta invaginació i comencen a organitzar el 
flagell de l’espermatozoide amb una estructura microtubular (ja coneguda i descrita 
per Maxwell al 1974) de 9+2. La figura IV.10A i IV.10B, mostren dos plans diferents 
d’aquestes primeres etapes de la formació de la invaginació i flagell. Es pot veure com 
els mitocondris (m) estan col·locats a banda i banda de la invaginació, en estret 
contacte amb la membrana externa del nucli. En quan a la invaginació, aquesta 
comença a penetrar dins el nucli; a l’interior s’hi troben els centríols i l’estructura de 
l’axonema en creixement que constituirà el flagell de l’espermatozoide.  
 
És interessant puntualitzar que tant en la figura IV.10A com IV.10B es veu molt 
clarament que com a conseqüència del contacte dels mitocondris, centríols i 
estructura flagel·lar per la part externa de la membrana, i del contacte amb la 
cromatina granular amb la membrana interna de l’embolcall nuclear, aquesta presenta 
una electrodensificació molt evident; i és que la membrana nuclear, des de fases 
inicials de l’espermiogènesi ja es troba en estret contacte i interacciona amb diverses 
estructures cel·lulars; aquestes interaccions, en microscopia electrònica, es veuen en 
primer lloc, per la proximitat de les membranes cel·lulars, i en segon lloc, per una 
electrodensificació de les mateixes. També es comença a intuir com els grànuls de 
cromatina s’ancoren a la membrana interna del nucli (asteriscs).  
 
En la figura IV.10B, addicionalment del que hem mencionat per a la figura 
anterior, podem veure un aspecte de gran importància per a fases posteriors de 
l’espermiogènesi: en aquesta secció es pot observar la presència de microtúbuls (mt) 
que envolten els mitocondris de la base i segueixen en contacte amb la membrana 
nuclear en direcció cap a L’acrosoma. Els microtúbuls arranquen d’una zona més 
electrodensa situada a la part basal del nucli, prop dels mitocondris. Aquesta regió 
electrodensa (Fig. IV.8), apareix en aquest estadi, i posteriorment es fa més evident 
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Fig.IV.10: Detalls de l’inici de la formació de la invaginació a la base de 
l’espermàtida. A:  Detall del moment de formació de la invaginació; el flagell en 
elongació penetra dins el nucli, i provoca electrodensificació de l’embolcall. La 
cromatina d’aspecte granulo-fibril·lar comença a ancorar-se a la membrana nuclear 
interna. Els mitocondris (m) es disposen a cada costat de la invaginació. B: En aquí, 
addicionalment veiem com els microtúbuls (mt) ja han començat a organitzar-se, i com 
s’aprecia en el detall, sobre un mateix pla, es troben millor definits en un costat de la 
invaginació que en l’altre (el costat esquerra de la figura), indicant que la distribució 
microtubular és asimètrica. 
 
 (veure figura IV.13B). D’aquesta fase, en podem dir doncs, que és la fase 
“d’instauració” dels microtúbuls, ja que en podem veure l’inici de la seva formació, 
però també que encara no han completat la seva polimerització, perquè quan 
observem la zona apical d’aquesta espermàtida (Fig.IV.9) observem com L’acrosoma 
encara no ha acabat de formar-se i els microtúbuls encara no hi són presents.   
 
També, ja des del principi de la seva instauració, els microtúbuls presenten una 
característica especial: el creixement dels filaments de tubulina d’un costat de la 
invaginació respecte l’altre és diferent; aquest fet es veu també en la mateixa figura  
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IV.10B: mentre que en un costat els microtúbuls es troben ben definits i creixen des de 
la base cap a L’acrosoma (fletxes), en el lateral oposat del mateix pla, es disposen de 
manera obliqua i no apareixen clarament definits (ni en aquesta imatge ni en les altres 
estudiades). El fet que la distribució dels microtúbuls sigui asimètrica és molt important 
per a la resta de l’espermiogènesi, ja que com veurem més endavant, la manera com 
es condensa la cromatina i la forma que adopta el nucli més endavant estan 
absolutament condicionades per aquesta asimetria microtubular.  
 
b. Segona remodelació de la cromatina: granular a fibres. 
 
 L’espermiogènesi progressa, i en la fase següent, l’espermàtida ha sofert varis 
canvis a nivell cel·lular: en primer lloc, com es veu en la fig.IV.4A el nucli ha sofert una 
constricció per la part apical; també adopta una forma lleugerament més elongada; i 
l’acrosoma, més gran i també lleugerament més elogiat que en la fase anterior, ha 
completat ja la seva formació.  
 
 L’elongació del nucli i constricció apical, està directament relacionada 
amb l’arribada dels microtúbuls a l’acrosoma: arrencant des de la zona electrodensa 
de la base i ancorant-se a l’acrosoma per l’àpex, fa que els microtúbuls tinguin dos 
punts d’ancoratge per on poder tensar i provocar l’elongació nuclear. En la figura 
IV.11A i IV.11B, es poden observar dues amplificacions de la zona de l’àpex de 
l’espermàtida en aquest estadi, on l’acrosoma més gran, amb un aspecte homogeni i 
poc electrodens, ja ha acabat la seva formació. Els microtúbuls (veure fletxes en 
ambdues imatges), han arribat a la zona apical de l’espermàtida, s’adapten a la 
superfície acrosòmica i provoquen la constricció d’aquesta zona. (Veure Fig. IV.11A a 
dalt a l’esquerre).    
 
Fig.IV.11A i B (pàgina següent): Detalls de la zona de l’àpex d’una espermàtida 
amb cromatina de 25-30nm de diàmetre.  A: L’acrosoma  ja està format; els 
microtúbuls (mt), s’adapten i rodegen la superfície de l'acrosoma, provocant una 
lleugera elongació del propi acrosoma i constricció del nucli per la part apical (detall a 
dalt a l’esquerra). B:  En aquesta imatge s’aprecia bé com la zona apical del nucli 
s’adapta a la superfície de l’acrosoma; aquesta adaptació és degut ala presència de 
microtúbuls (mt). A i B: La cromatina es troba en aquest estadi organitzada en fibres 
que mesuren 25-30nm de diàmetre. L’embolcall nuclear es troba electrodensificat, per 
la zona de contacte amb l’acrosoma; i les fibres de cromatina s’ancoren a la 
membrana interna del nucli. 
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En quan a la cromatina, arribat aquest punt de l’espermiogènesi, inicia un 
procés de remodelació més o menys complexa que acabarà donant lloc a fibres de 
40-45nm de diàmetre. En aquesta secció, fem un estudi acurat de cada una de les 
fases d’aquesta remodelació. 
 
 El nucli de l’espermàtida rodona, que fins ara presentava una cromatina 
organitzada en grànuls de 18 a 20nm, ha passat a estar tota organitzada en fibres. En 
la mateixa figura IV.11 A i B, on les dues imatges estan ampliades al mateix augment, 
mostren aquestes fibres de cromatina. Les fibres en aquesta fase, presenten una mitja  
de 25-30nm de diàmetre. En aquesta zona de contacte de l’acrosoma amb la 
membrana del nucli, s’electrodensifica (com ja havíem observat inicialment en la figura 
IV.9 ), i ara la cromatina de fibres de 25-30nm de diàmetre s’hi ancora per la 
membrana interna. Per la zona basal, les fibres de 25-30nm també s’uneixen a la 
membrana nuclear interna (i aquesta també s’electrodensifica), ja sigui tant la 
membrana de la base en si, com la part de la membrana que forma part de la 
invaginació. Aquest fet es veu clarament en la Fig. IV.12B, on hi ha una ampliació de 
la part basal de l’espermàtida mostrada en figura IV.12A .  
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En aquesta figura IV.12A, addicionalment es podem observar a més a més una 
característica addicional: la presència d’unes estructures més electrodenses situades 
de manera aleatòria en l’interior de nucli ( veure fletxes). La composició, estructura i 
funció d’aquestes formes electrodenses, és del tot desconeguda per a nosaltres, però 
el fet que, com veurem en les fases que segueixen, aquestes dues característiques 
esmentades de l’espermàtida es mantenen, és a dir la presència de fibres  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.IV.12: Visió panoràmica d’una espermàtida organitzada en fibres de 25-30nm 
(A) i detall de la mateixa de la zona de la invaginació basal (B). A El nucli de 
l’espermàtida es troba tot organitzat en fibres de 25-30nm. Microtúbuls (mt), 
Estructures  nuclears electrodenses (ene),  (veure text).  
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organitzades en tot el nucli i formes electrodenses, no sabem si hi ha una relació entre 
aquests dos fets. Potser aquestes estructures podrien estar participant en el procés 
d’organització i distribució de les fibres de cromatina dins el nucli, anàlogament a la 
matriu intranuclear descrita en certs nuclis espermàtics (Benavente and Krohne, 1985; 
Alsheimer and Benavente, 1996; Goldman et al., 1998; Glasenapp and Benavente, 
2000; Hofemeister et al., 2002) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.IV.12B:  En l’ampliació, es veu clarament com les fibres també per la zona de la 
invaginació i de la base en general, s’uneixen a la membrana del nucli. (asteriscs). 
Microtúbuls (mt), mitocondris (m). 
 
 166 
IV.RESULTATS         Sepia officinalis 
 
 
 Seguidament a aquesta fase de fibres de 25-30nm,  aquestes esdevenen fibres  
una mica més gruixudes de 40-45nm: la Fig.IV.13 mostra dues imatges al mateix 
augment que les dues figures anteriors (Fig.IV.12A i B). En aquí podem observar com 
l’únic paràmetre que varia és el tamany de les fibres de cromatina, ja que la forma i 
volum de l’espermàtida es manté.(Comparar Fig.IV.12A amb IV.13A  i IV.12B amb 
IV.13B). 
 
Fig.IV.13. Visió a poc augment de l’espermàtida organitzada en fibres que 
mesuren 40-45nm (A) i detall de la mateixa de la base (B). A: Aquesta 
espermàtida, al igual que l’espermàtida anterior presenta les fibres organitzades en el 
nucli i també les estructures nuclears electrodenses (ene) (fletxes). Veure com la 
forma i volum del nucli no ha variat respecte l’estadi anterior. B: En aquest detall de la 
base, s’aprecia bé com els microtúbuls (mt) van a parar a la zona basal electrodensa 
(zbe), i que les fibres de cromatina segueixen ancorades a la membrana. 
 
 
 
La figura IV.13A  ensenya una espermàtida amb les fibres de 40-45nm 
disposades de manera uniforme dins el volum del nucli, i també es podem veure les 
estructures nuclears electrodenses que hem descrit en la fase anterior. 
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En la figura IV.13B es veu també millor definida ja la zona basal electrodensa 
d’on hi arranquen els microtúbuls (zbe); en aquesta imatge es veu també com els 
microtúbuls a més a més de condicionar la forma elongada del nucli també posiciona 
els mitocondris en la zona de la base, ja que aquests es troben envoltats per als 
microtúbuls. 
 
Fig.IV.14: Detall de la interacció que es dona entre la zona basal electrodensa i 
els microtúbuls. Aquí s’aprecia com els microtúbuls d’una espermàtida parteixen de 
la zona basal electrodensa (l’espermàtida de la dreta ), i com els de l’espermàtida del 
costat hi van a parar. Mitocondris (m), zona basal electrodensa (zbe). 
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En la següent figura (Fig.IV.14), es mostra un detall de dues espermàtides que 
es troben en la mateixa fase però disposades cap i cua l’una respecte l’altre, en la part 
de dalt esquerre hi ha una imatge panoràmica on es veu que a la part apical d’una 
espermàtida està a la mateixa alçada que la part de la base de l’altre. En aquesta 
imatge es pot veure com la zona basal electrodensa (zbe) d’on s’originen els 
microtúbuls està molt pròxima tant a la base d’una espermàtida com a l’àpex de l’altra. 
També desconeixem la composició d’aquesta zona electrodensa (que normalment en 
les nostres observacions sempre les hem trobades a la zona de la base de 
l’espermàtida), però és evident que en aquí està participant d’alguna manera en la 
polimerització de les fibres de tubulina i/o organització i distribució d’aquestes al 
voltant del nucli i acrosoma. 
 
 Per tal d’intentar esbrinar si la zona basal electrodensa també contenia tubulina 
vàrem fer unes immunolocalitzacions amb -tubulina, i vàrem veure que l’anticòs no 
reacciona amb la zona basal electrodensa; i que el marcatge per a la tubulina es troba 
 
 
 
Fig.IV.15: Immunolocalització d’-tubulina en les espermàtides de Sepia 
officinalis .A: El marcatge de l’anticòs, es troba a las perifèria nuclear i a la perifèria 
dels mitocondris que es troben a la base de l’espermàtida. B: Per la zona de l’ àpex, 
els microtúbuls es troben rodejant l’acrosoma. 
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allí on en les observacions d’ultraestructura hem vist els microtúbuls. (Fig.IV.15) . En 
la figura IV.15 s’han seleccionat dues imatges representatives de l’immunomarcatge 
de l’-tubulina on es pot apreciar la continuïtat dels microtúbuls perinuclears entre el 
nucli i els mitocondris basals (Fig.IV.15A), i també per l’àpex que els microtúbuls es 
troben envoltant l’acrosoma (Fig.IV.15B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.IV.16 : Detalls de la zona de l’àpex i de la base d’un espermàtida de fibres de 
40-45nm de diàmetre. A: Imatge apical de l’espermàtida on s’aprecia clarament els 
microtúbuls (mt) a banda i banda de l’acrosoma, i l’efecte que aquests tenen en la 
zona apical d’adaptar la superfície acrosòmica amb la del nucli, i provocar una petita 
constricció apical. Acrosoma (a). 
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Figg. IV.16B: detall de la zona de la base, on també es veuen els microtúbuls (mt).A i 
B: En ambdós casos, que es troben en els mateixos augments, les fibres de cromatina 
mesuren totes 40-45nm de diàmetre i es troben repartides homogèniament dins el 
nucli. Tant a l’àpex (IV.A) com a la base (IV.B), aquestes fibres segueixen ancorades a 
la membrana nuclear interna. 
 
 
La figura IV.16A , on es mostra un detall de la zona de l’àpex, i IV.16B, un 
detall de la zona de la base de l’espermàtida mostra dues imatges més de les fibres 
de cromatina de 40-45nm. En aquesta etapa, el nucli espermàtic segueix mantenint la 
seva forma i volum nuclear.. Les fibres gruixudes de 40-45nm mantenen el seu 
ancoratge per l’àpex i també per als laterals (veure fletxes). En la figura IV.16B es 
mostra un detall de la mateixa fase però de la base, les fibres de cromatina també es 
troben ancorades a la membrana del nucli. 
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És important remarcar el fet que fins ara aquestes remodelacions de la 
cromatina s’han donat de manera simultània i global en tot el nucli, i que no hem 
observat en cap cas una zona concreta on s’iniciï la remodelació, sinó que cada tipus 
de fibra apareix per igual en tot el nucli. Aquest fet indica que cada pas de 
remodelació de la cromatina es produeix com una sola unitat dins el nucli, i això indica 
que cada zona del nucli es troba en les mateixes condicions. A partir d’aquesta fase 
en endavant, les fibres de cromatina es van fusionant gradualment entre elles i donen 
lloc a fibres més gruixudes i electrodenses; el nucli de l’espermàtida entra ara en una 
fase de condensació i aglutinació d’aquestes fibres, però a diferència de les fases 
anteriors, ja no remodela la seva cromatina com a una unitat, sinó que en el nucli, ens 
trobem amb fibres més agrupades que d’altres amb diferents diàmetres de gruix. 
 
 
 Per aquestes diferències mencionades en el paràgraf anterior, anomenem a 
partir d’ara, a les fases descrites fins al moment “fases de remodelació”, on en cada 
pas es dóna una reorganització completa, per igual, de la cromatina dins el nucli. I a 
les fases que segueixen a partir d’ara les anomenarem “fases de condensació”, 
perquè les fibres de cromatina es condensen gradualment sense experimentar més 
remodelacions. 
 
 
També al igual que com hem vist en les dues fases anteriors (comparar 
aquesta imatge amb les figures IV.12A i IV.13A), hi ha aquestes estructures nuclears 
electrodenses (ene) que es trobem interaccionant amb les fibres de cromatina. Ja hem 
comentat també avanç que no sabem la naturalesa d’aquestes estructures, però el fet 
que es trobin en aquestes fases de l’espermiogènesi on la cromatina es troba 
organitzada en fibres d’igual tamany en cada fase, que estiguin interaccionant amb 
elles, i que aquestes es disposin totes per igual al llarg de l’eix d’elongació, ens fa 
pensar que podrien estar participant en aquesta disposició de les fibres dins el nucli i 
d’alguna manera condicionar la posició de les fibres dins el nucli.  
 
 
 Així doncs, d’aquesta etapa on la cromatina es troba organitzada en fibres, 
podríem concloure que:  
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1.- Les primeres fibres de cromatina que es formen just després de la 
cromatina organitzada en grànuls, són fibres fines de  25-30nm de diàmetre. Aquestes 
fibres presenten ancoratge a la membrana del nucli tant a la zona de l’àpex com a la 
zona de la base. 
 
 2.- En aquesta fase de fibres fines, els microtúbuls ja han acabat la seva 
polimerització, envoltant la perifèria nuclear des de la base fins a l’acrosoma. Aquest 
fet,  provoca una elongació  i una constricció apical  del nucli adaptant la superfície del 
nucli amb la de l’acrosoma. La distribució dels microtúbuls ja des del principi, és una 
distribució asimètrica un lateral de l’espermàtida respecte l’altra, i això condicionarà la 
condensació de la cromatina en les fases posteriors. 
 
 3.-  Les fibres fines de cromatina es remodelen a fibres gradualment més 
gruixudes; essent fibres de 40-45nm de diàmetre, que segueixen estant unides a la 
membrana interna nuclear per l’àpex i per la base. Aquestes remodelacions però, no 
impliquen cap canvi en forma ni volum del nucli. 
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c) Fases fusió i condensació de les fibres de cromatina
 Una vegada formades les fibres de 40-45nm, des d’aquest punt dins al final de 
l’espermiogènesi el que fa la cromatina espermàtica és entrar en una fase 
d’aglutinació i condensació de fibres que mica en mica aniran reduint el volum del 
nucli espermàtic i formant la cromatina altament compacta i electrodensa de 
l’espermatozoide gonadal.  
 
 L’aglutinació i condensació de fibres no té lloc a l’atzar, sinó que les fibres de 
cromatina comencen a fusionar-se i a aglutinar-se condicionades per una estreta 
relació que s’ha establert entre les fibres de cromatina, la membrana nuclear i els 
microtúbuls. Com ja hem comentat anteriorment, els microtúbuls es troben disposats 
al voltant del nucli de manera asimètrica un costat respecte l’altre; en la figura III.17, 
es pot veure l’origen d’aquesta asimetria en la zona de la base de l’espermàtida. En 
aquí hem agafat una secció transversal del flagell de l’espermàtida a una alçada 
pròxima a la invaginació; s’observa molt bé l’estructura de 9+2 de l’axonema, i els 
mitocondris (m) que es troben englobats dins l’espai que delimiten els microtúbuls 
(mt). Respecte els microtúbuls, aquí s’aprecia molt bé el canvi d’orientació de les 
fibres de tubulina: mentre que el lateral dret de la figura, les fibres de tubulina 
presenten una secció transversal, (asteriscs) en el lateral esquerra els microtúbuls es 
troben en secció longitudinal.(fletxes) En fet que en un mateix pla observem talls 
transversals i longitudinals de la mateixa estructura, demostren una diferent distribució 
en l’espai (tres dimensions) dels microtúbuls. A més a més, els microtúbuls en secció 
transversal, es troben disposats en grups de 3 o més filaments de tubulina (asteriscs), 
mentre que els de l’altre costat estan disposats l’un al costat de l’altre. Aquestes 
característiques, les hem observades en totes les imatges estudiades. 
 
 La figura IV.18, mostra dues ampliacions, on es pot veure molt clarament, 
aquesta distribució per grups en un costat, i en paral·lel per l’altre dels microtúbuls; i 
també es posa de manifest la relació que estableixen aquests microtúbuls amb la 
cromatina en condensació i la membrana nuclear. En la figura IV.18A, primer de tot, 
es veu el que hem comentat en el paràgraf anterior: els microtúbuls (en secció 
transversal) agrupats en grups de tres o quatre filaments al voltant de la perifèria 
nuclear. També es veu, i molt clarament, que allí on hi ha els microtúbuls en contacte  
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amb la membrana externa del nucli, aquesta es troba electrodensificada (fletxes), 
mentre que en les zones on no hi ha els microtúbuls es pot veure molt bé com la 
bicapa lipídica està la lliure i poc electrodensa.  
 
Fig.IV.17:  Detall de la zona de la base d’una espermàtida que ja té els 
microtúbuls instaurats a la perifèria nuclear. La figura mostra com l’orientació dels 
microtúbuls no és igual en el lateral esquerre que en el lateral dret de la invaginació, ja 
que a l’esquerra els microtúbuls en aquest pla estan en secció quasi-longitudinal, i a 
l’esquerra es troben en secció transversal. Axonema (a), grup de 3 microtúbuls del 
lateral dret de la invaginació (*), microtúbuls del lateral esquerra a la invaginació (      ). 
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Fig.IV.18A(pàgina anterior): Detall de la perifèria nuclear en el lateral dret de la 
invaginació de l’espermàtida. En la figura, es veu amb claredat com en aquí, els 
microtúbuls (mt) es troben agrupats en grups de 3 ò 4 filaments. També s’observa 
com la membrana nuclear es troba electrodensificada només en  certes zones, 
aquelles on els microtúbuls i també la cromatina interaccionen amb la bicapa lipídica; 
on no, aquesta es troba laxa i menys electrodensa, són zones de pèrdua de 
nucleoplasma sobrer en forma de vesícules (vn). B: detall de la perifèria nuclear en un 
lateral de la invaginació, on s’observen els microtúbuls (mt) disposats l’un al costat de 
l’altre. La relació d’interacció microtúbuls, membrana nuclear i cromatina es manté . 
També s’observa com les fibres de cromatina es van unint gradualment entre elles.(*). 
Invaginació (inv.). 
 
 
 
L’electrodensificació de la membrana del nucli segurament, també és deguda, 
en part al contacte de la cromatina amb la membrana interna del nucli; ja que tal i com 
es mostra en la imatge, la cromatina en condensació es troba ancorada a la 
membrana interna del nucli, per les mateixes zones que ho fan els microtúbuls amb la 
membrana externa.  
 
 Addicionalment, també s’observa una altre qüestió que s’anirà veient també en 
les properes etapes: el fet que en aquestes fases més avançades les fibres de 
cromatina hagin entrat en fusió i aglutinació, implica necessàriament una pèrdua de 
volum nuclear; en la figura, precisament en les zones on la membrana del nucli no 
està en contacte ni amb els microtúbuls ni amb la cromatina, hi ha unes vesícules tot 
al voltant del nucli (vn). Aquestes vesícules, contenen material que està sent alliberat 
del nucli; d’aquesta manera, es va reduint gradualment el volum del nucli de 
l’espermàtida. Les fibres de cromatina, aquí ja presenten un gruix més gran, i alhora 
trobem fibres més grosses que d’altres. 
 
 En la figura IV.18B, hi ha un detall d’una secció transversal del lateral oposat al 
de la figura IV.18A. En aquí, veiem com els microtúbuls estan disposats l’un al costat 
de l’altre de manera continuada (fletxes); també veiem com la zona de contacte de la 
cromatina amb la membrana és la mateixa que la zona de contacte dels microtúbuls 
amb la membrana, d’aquesta manera, la bicapa lipídica es troba majoritàriament 
electrodensificada tot al llarg del lateral. En aquesta imatge es veu molt bé com les  
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fibres de cromatina estan en fase de fusió les unes amb les altres, ja que entre fibra i 
fibra es pot apreciar una fibreta de DNA que les uneix (asteriscs). Aquí, a diferència de 
les etapes anteriors, el diàmetre de les fibres, ja no és constant, sinó que ens trobem 
amb seccions des de 50nm –60nm-70nm-120nm...etc.  La secció, també mostra un 
tall transversal de la invaginació (inv) on es pot veure com les fibres de cromatina 
també es troben unides a la porció d’embolcall nuclear que forma part de la 
invaginació .  
 
Com condiciona a la condensació de la cromatina aquesta peculiar distribució 
de microtúbuls i aquesta interacció establerta entre la  membrana nuclear, cromatina 
condensant i microtúbuls? 
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Fig.IV.19: Secció longitudinal i transversal de diferents espermàtides que es 
troben en la mateixa fase de maduresa. En la figura, es comença a observar quin 
efecte té sobre les fibres de cromatina en condensació el fet que la distribució dels 
microtúbuls no sigui igual en un lateral de l’espermàtida que en l’altre. En les seccions 
longitudinals, les fibres comencen a dipositar-se paral·leles a l’eix d’elongació, damunt 
el lateral de la invaginació (esquerra en la imatge), aquest és el lateral on també els 
microtúbuls es troben disposats paral·lels a l’eix d’elongació l’un al costat de l’altre. En 
la secció transversal, també s’observa com la cromatina es va disposant acumulada a 
la part superior esquerra del nucli. Fletxes: Membrana citoplasmàtica compartida per 
les tres espermàtides. 
 
 
La figura IV.19 és una imatge interessant, ja que mostra tres seccions, una 
transversal i les altres semi- longitudinals de tres espermàtides diferents però que es 
troben en la mateixa fase, perquè com es veu en la figura (fletxes) comparteixen 
citoplasma. Aquesta figura mostra l’inici d’una condensació i acumulació asimetria de 
les fibres de cromatina: en les seccions longitudinals de les espermàtides es veu com 
les fibres de cromatina es van disposant acumulades en un lateral, tant en una com en 
l’altre (i en la resta d’espermàtides observades no mostrades aquí); aquest lateral es 
correspon al lateral esquerre de la invaginació en la imatge anomenarem a partir d’ara 
dors i al lateral oposat ventre. En el dors, els microtúbuls es troben disposats l’un al 
costat de l’altre paral·lels a l’eix d’elongació de l’espermàtida acrosoma-centríol, i en el 
ventre els microtúbuls es troben agrupats en 2 o 3 filaments de tubulina, i disposats 
oblics respecte a aquest eix d’elongació. El costat on els microtúbuls es disposen al 
llarg de l’eix acrosoma-centríol, vindria a ser una “esquena” per a l’espermàtida (per 
això l’anomenem dors), on s’hi va acumulant el genoma en compactació. 
L’espermàtida de dalt a l’esquerre, que es troba en secció transversal, també mostra 
aquest cúmul preferent de la cromatina cap al dors. 
 
 Una mica més endavant en l’espermiogènesi, aquesta asimetria nuclear es fa 
del tot evident. La figura IV.20  representa una secció transversal del nucli d’una 
espermàtida poc després respecte la fase que acabem de descriure: com mostra la 
figura, aquesta espermàtida en secció transversal presenta clarament una zona 
d’aglutinació de la cromatina electrodensa i compacte ( dors del nucli), i una altra zona 
(ventre del nucli de l’espermàtida), que mica en mica va dipositant la cromatina al  
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dors, i eliminant nucleoplasma sobrer, reduint d’aquesta manera el volum nuclear de 
l’espermàtida. Es pot observar clarament que és sobretot en la zona ventral, que hi ha 
vesícules poc electrodenses que provenen del nucli, i que és principalment en aquest 
costat del nucli per on es perd volum nuclear. Més endavant veurem ampliacions però  
 
Fig.IV.20: Nucli d’una espermàtida en secció transversal. En aquest estadi, la 
disposició asimètrica de la cromatina és ja molt evident: gradualment el genoma 
compactat es deposita en un sol costat (el dors) on hi ha els microtúbuls (mt) l’un al 
costat de l’altre, en forta interacció amb la membrana. En el costat oposat, el costat 
ventral, és on s’hi dóna la pèrdua de membrana nuclear (fletxes) per alliberar 
vesícules de nucleoplasma (vn) i disminuir volum del nucli.    
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apreciar també com ara la cromatina ja no es troba organitzada en fibres gruixudes, 
sinó més aviat en agregats de nucliproteïna compactats. Aquests agregats, es troben 
units entre ells per porcions de cromatina, i aquest fet contribueix també en fer tensió i 
anar arrastrant els agregats de cromatina cap al lateral d’acumulació del material 
genètic. 
 
Fig. IV.21: A: Secció transversal del lateral d’acumulació del DNA; Observar com el 
contacte dels microtúbuls contigus (mt) i de la cromatina condensada amb la 
membrana nuclear provoquen una forta electrodensificació  de l’embolcall. Aquí també 
es pot veure com és també la pròpia cromatina que participa en l’aglutinament de les 
fibres. (asteriscs) B: Detall en secció transversal del lateral oposat al de la fig. III.21A, 
on es veu una vesícula de nucleoplasma que ja ha estat alliberada, i porcions 
d’embolcall nuclear que acabaran també essent alliberats (fletxes). Allí on els 
microtúbuls (mt) fan contacte fan contacte amb la membrana , també ho fa la 
cromatina, i com a conseqüència la bicapa lipídica es troba fusionada i electrodensa. 
Aquí també s’aprecia com els agregats de cromatina es tiren entre ells a través 
d’aquestes fibretes de DNA. (*). 
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Les figures IV.21A i IV.121B, són dos detalls dels laterals en aquesta fase: 
(vindrien a ser imatges d’un estadi més avançat als de les figs.IV.18.A i IV.18B). En la 
figura IV.21A, hi ha una ampliació en secció transversal del dors on s’hi van depositant 
les fibres de cromatina. Es veuen molt bé els microtúbuls (mt) també en secció 
transversal contigus l’un de l’altre. La membrana del nucli està molt electrodensificada, 
i la cromatina en ple contacte al llarg del lateral, i en plena fase d’aglutinació i 
reclutament cap on es troben els microtúbuls. La figura IV.21B, és un detall de la 
mateixa fase que IV.21A però de l’altre costat del nucli, (el ventre) on els microtúbuls 
agrupats i orientats oblics respecte l’eix d’elongació, es troben en contacte amb la 
membrana nuclear (i amb la cromatina) només en certes zones de l’embolcall, zones 
que s’electrodensifiquen i seran reclutades cap al lateral oposat. La porció d’embolcall 
nuclear que no es troba en contacte ni amb la cromatina ni amb microtúbuls, serà 
alliberada del nucli en forma de vesícules (vn) . Tant el la imatge IV.19A i IV.19B, 
s’observa com els mateixos agregats de cromatina també participen en el seu propi 
cúmul cap al lateral, ja que es troben units per fibres de DNA (*) que els va estirant.  
 
 
La següent figura, la figura IV.22, evidencia de nou aquesta distribució que hem 
estat descrivint fins ara: una mica més avançada la condensació, en aquest moment 
de l’espermiogènesi, la part del genoma compactada és cada vegada major, i 
gradualment queden zones en el nucli amb nucleoplasma, que l’espermàtida anirà 
perdent. Aquesta imatge és clara, perquè posa de manifest tant en la secció 
transversal com en la longitudinal, que és en el lateral dorsal on els microtúbuls es 
troben paral·lels respecte l’eix acrosoma-centríol on la cromatina altament 
compactada s’hi va depositant, disposada en la mateixa direcció. i en el costat oposat, 
el ventral, on s’elimina membrana nuclear. La imatge IV.23 és una ampliació de la 
zona d’acumulació del DNA on s’hi veuen molt bé els microtúbuls adjacents a 
l’embolcall nuclear (fletxes), i com les fibres de cromatina s’hi van depositant. 
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Fig.IV.22 (pàgina següent): Estadi avançat de l’espermiogènesi on gran part del 
genoma es troba ja condensat. Les dues espermàtides, tal i com es veu a la figura, 
es troben compartint citoplasma, i estan per tant en la mateixa fase. Fletxes: 
membrana del nucli a punt de ser expulsada en forma de vesícula. 
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Fig.IV.23: Detall en longitudinal dels microtúbuls paral·lels a l’eix d’elongació. 
Microtúbuls (mt).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I en una ampliació de la secció transversal (Fig.IV.24) de l’espermàtida de 
l’esquerra doncs també es veu molt bé quina és la zona d’acumulació de DNA i quina 
la zona on majoritàriament s’hi dona la pèrdua de nucleoplasma. En aquesta figura es 
pot entendre molt bé com la reducció del volum del nucli es conseqüència d’aquests 
dos factors: per una banda, la pressió que exerceixen els microtúbuls en entrar en 
“contracció”, i per l’altre la tensió dels  propis agregats de  cromatina, que al estar units 
a la membrana i entre ells, també ajuden a què l’ADN es recluti cap a un sol costat. 
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Fig.IV.24A: Secció transversal d’una espermàtida que ha compactat gran part 
del seu genoma  Pèrdua de membrana nuclear (fletxes). Microtúbuls (mt). B: Secció 
transversal del nucli d’un espermatozoide gonadal.  El genoma, completament 
compactat, es troba ocupant tot el nucli, i els microtúbuls (mt), després que les 
porcions de la  membrana  del nucli s’hagin eliminat , es troben rodejant la perifèria 
nuclear. 
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Fig.IV.25: Secció  semi-longitudinal de l’espermatozoide gonadal.  En el detall de 
la zona de la base a  baix ala dreta de la figura, es veu com els microtúbuls envolten i 
posicionen els mitocondris. 
Membrana plasmàtica (mp). Crestes mitocondrials (cm). 
 
La fig.IV.24B mostra el punt on l’espermàtida ha completat la compactació de la 
cromatina, i reducció de volum nuclear; essent un nucli homogeni i altament 
electrodens, on el genoma ocupa la totalitat del volum nuclear. A la perifèria, els 
microtúbuls rodegen per complet el nucli. En la figura IV.25, es mostra una imatge 
longitudinal del nucli gonadal, sobretot de la zona de la invaginació. Un fet a destacar  
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d’aquest detall, es que en els mitocondris, les crestes mitocondrials no es troben 
disposades homogènies dins els mitocondris, sinó que estan desplaçades en un 
costat, el més a prop possible del flagell, per poder aportar energia de la manera més 
immediata possible al flagell.  
 
 
 
Fig.IV.26: Moment de pèrdua dels microtúbuls perinuclears. 
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 Maxwell (1975), ja havia observat que els espermatozoides del conducte 
deferent no tenien microtúbuls i que per tant es perdien avanç d’entrar en l’epidídim. 
La figura IV.26 mostra el moment en què els microtúbuls es desprenen del nucli ja 
condensat en la última part del procés de l’espermiogènesi. El fet que els microtúbuls 
siguin eliminats en aquest moment (i no abans), recolza la idea de què durant 
l’espermiogènesi, el paper dels microtúbuls intervé en la modulació de la forma del 
nucli. 
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IV.1.2b.2) Anàlisi morfològic de la relació dels microtúbuls amb la condensació-
unió a la membrana. Possible paper dels microtúbuls. 
 Com ja hem estat indicant fins ara, en totes les imatges estudiades per a 
entendre el procés de l’espermiogènesi en S. officinalis, existeix una relació clara 
entre fibra de cromatina/ membrana nuclear/ microtúbuls perinuclears. 
 
 El sistema de microtúbuls en l’espermiogènesi, és un sistema complex 
d’especial importància que duu a terme funcions mecàniques i de transport 
citoplasmàtic. 
 
 Els microtúbuls, en S. officinalis, s’originen a partir de les zones basals 
electrodenses (zbe) que comencen a ser visibles en l’estadi de cromatina granular, 
quan s’inicia la invaginació (Fig. IV.8), i a partir d’aquest punt creixen en direcció a 
l’acrosoma sempre adherits a estructures cel·lulars: mitocondris, nucli espermàtic i 
acrosoma. En aquest punt de l’espermiogènesi que en l’apartat c.1 hem dit que era el 
punt d’instauració dels microtúbuls, encara no s’observa la relació descrita entre 
microtúbuls/membrana nuclear i cromatina. Molt possiblement, en aquesta fase, els 
microtúbuls estan duent a terme una funció de transport citoplasmàtic: en aquestes 
fases, és quan les vesícules proacrosòmiques viatgen des de diferents punts del 
citoplasma cap a l’àpex de la cèl·lula per acabar formant l’acrosoma. La Fig.IV.3B 
reflexa un moment on es pot veure aquesta funció de transport citoplasmàtic dirigida 
per els microtúbuls: les vesícules proacrosòmiques (vp) es troben viatjant des de la 
base cap a l’àpex, en la mateixa direcció de creixement dels microtúbuls del lateral 
esquerre de la invaginació. Aquesta idea concorda amb el fet que la direcció de 
transport vesicular és sempre en una sola direcció, la direcció de polimerització dels 
microtúbuls (Alberts, 1993). 
 
 Quan els microtúbuls han acabat de formar-se en la fase següent, i s’observa 
que arriben fins a l’acrosoma (des de Fig.IV.11 en endavant), en primer lloc 
exerceixen un força mecànica sobre el nucli, (perquè aquest ha sofert una lleugera 
elongació i constricció apical), i després s’organitzen de tal manera en la perifèria 
nuclear que acaba sent una estructura de gran importància per a la 
nucleomorfogènesi i organització i compactació de la cromatina en les fases de 
condensació de l’espermiogènesi. En la Fig.IV.27 hem fet una representació  
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esquemàtica de com estarien establerts els microtúbuls perinuclears en una 
espermàtida. S’acumulen gairebé tocant-se els uns als altres sobretot (o en major 
quantitat) en el dors on s’hi aglutina la cromatina, que es comporta com l’esquena de 
l’espermàtida en el moment de la compressió lateral, ja que aquest cúmul de 
microtúbuls forma una estructura rígida que constitueix la superfície nuclear de 
reclutament de la cromatina i de tot el nucli espermàtic. A l’altre costat, es troben en 
grups de 3 ò 4 filaments de tubulina dispersos i separats entre ells, orientats 
obliquament a l’eix cel·lular. És evident també en les observacions fetes que el 
contacte entre el nucli i amb els agregats de cromatina es troben en absoluta 
consonància amb el contacte dels microtúbuls amb el nucli, respecte aquesta relació 
és interessant tenir també present que el sistema de microtúbuls també té una funció 
d’intercanvi de molècules entre el nucli i el citoplasma, com ara proteïnes bàsiques. 
(Kierszenbaum, 2002). 
En d’altres espermiogènesi de Cefalòpodes com l’Octopus (que veurem en el 
capítol següent) o l’Eledone (Giménez-Bonafé et.al. 2002a) també hi ha la presència 
de microtúbuls perinuclears, però no estan en aquesta distribució, i el nucli 
espermàtic, en ambdós casos expermienta una elongació nuclear important enlloc 
d’una compressió lateral com és el cas de S. officinalis. Així doncs, podem concloure, 
que el paper funcional dels microtúbuls perinuclears en l’espermiogènesi és 
fonamental per a la distribució espacial de la cromatina i forma del nucli.  
  
Fig.IV.27: Esquema-model de la distribució dels microtúbuls perinuclears en 
l’espermàtida en fases de compactació. A la part superior esquerra hi ha 
representada l’espermàtida on s’hi ha representat la distribució dels microtúbuls, i el 
detall de la part inferior esquerra, és un esquema en secció transversal on 
s’esquematitza el replegament de la cromatina, la reducció del volum del nucli i 
l’eliminació de la membrana nuclear i nucleoplasma. Acrosoma (A). microtúbuls 
dorsals (md), microtúbuls ventrals (mv), mitocondris en procés de reducció (m), zona 
electrodensa basal (zeb). 
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IV.1.2b.3) Figura-resum de les estructures de cromatina en el decurs de 
l’espermiogènesi 
 
De cara a resumir les fases de l’espermiogènesi descrites en l’apartat anterior i 
també de cara a entendre millor l’apartat on després estudiem la composició proteica 
en cada estructura de la cromatina, en aquí presentem un esquema-resum de les 
diferents estructures que adopta la cromatina de Sepia officinalis en el decurs de 
l’espermiogènesi. 
 
En aquesta figura queden representades a igual augment, les principals fases 
de condensació de la cromatina: els nuclis de les espermàtides més tempranes, 
presenten una cromatina de tipus somàtic que es correspon a la Fig.IV.28A, en 
aquests nuclis, com hem comentat anteriorment, es pot diferenciar la heterocromatina 
de la eucromatina, la qual cosa implica diferències en la composició  proteica de la 
cromatina en una zona del nucli respecte d’altres. El següent tipus de cromatina (Fig. 
IV.28B) que trobem és una cromatina homogènia i uniforme on les diferències entre 
hetero i eucromatina han desaparegut (fet que també implica que desapareixen les 
diferències en les proteïnes que interaccionen amb el DNA). Seguidament, ens trobem 
en una cromatina d’aspecte granular organitza per igualen totes les zones del nucli, 
aquestes fibres, tenen  un diàmetre aproximat de 18nm-20nm. (Fig.IV.28C).   
 A partir de l’estadi de la figura IV.28C, la cromatina granular experimenta una 
nova remodelació: els grànuls esdevenen fibres, les quals al principi mesuren 25-
30nm de diàmetre (Fig.IV.28D), i posteriorment, just avanç d’entrar en la fase que en 
el capítol anterior hem descrit “fase de condensació”, esdevenen fibres de 40-45nm 
(Fig.IV.28E). Aquí val la pena puntualitzar que en algunes de les imatges estudiades, 
hi ha fibres de cromatina de gruix intermedi entre les Figs.IV.28D i E que mesuren 
35nm +/- 4nm de diàmetre, indicant que la remodelació de les fibres primes a 
gruixudes no és un pas simple i immediat, sinó que es tracta d’un procés gradual on 
finalment s’arriba a les fibres de 44 nm +/- 4nm. Similarment a la primera remodelació 
a grànuls, en totes aquestes transformacions de les fibres de cromatina, el nucli 
sempre mostra una distribució uniforme i homogènia, on totes les zones nuclears 
canvien simultàniament d’estructura. 
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A partir de les fibres de 40-45nm, aquestes es van ajuntant entre elles formant 
agregats de cromatina cada vegada més grans. La figura IV.28F mostra la fase 
primera d’aquesta etapa d’unió de fibres.  
 
 
Fig.IV.28: Esquema-resum del patró de condensació de la cromatina 
espermiogènica de S. officinalis. A: Espermàtida temprana que conté una 
cromatina que es distribueix en zones més condensades (heterocromatina) i menys 
condensades (eucromatina); B: L’hetero i eucromatina adquireixen una aspecte 
homogeni per passar a una organització en grànuls (18-20nm) de la cromatina 
distribuïda per igual en tot el nucli espermàtic (C); Els grànuls es remodelen per 
esdevenir fibres fines (25-30nm) (D); i després d’etapes intermèdies forma fibres 
gruixudes (40-45nm) (E). 
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Tal i com hem explicat avanç agrupem les Figs.IV.28A-E sota el nom de ”fases 
de remodelació” perquè en cada una d’elles es dóna una vertadera remodelació per 
passar d’un tipus de cromatina a un altre; i anomenem “fases de condensació” a les 
últimes etapes de compactació de la cromatina, que es corresponen a partir de la 
figura IV.28F en endavant. Aquestes fases de condensació impliquen un increment de 
la interacció de les fibres entre elles, però no reaccions de remodelació. 
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IV.1.2b.4) Proteïnes que interaccionen amb la cromatina en el decurs de 
l’espermiogènesi de Sepia. 
 En els treballs realitzats per Marthin- Ponthieu et al.,1991, i Wouters-Tyrou et 
al.,1991, descriuen les proteïnes que interaccionen amb la cromatina al llarg de 
l’espermiogènesi de Sepia, i principalment caracteritzen les estructures primàries de 
les molècules precursores de les protamines (i protamines) que reemplacen les 
histones per compactar l’ADN en el nucli espermàtic madur. En aquests treballs també 
defineixen que en el decurs de espermiogènesi de S. officinalis es dóna una doble 
transició de proteïnes nuclears: inicialment, les histones que es troben organitzant la 
cromatina en les espermàtides tempranes, són primer reemplaçades per una molècula 
precursora de la protamina, que presenta dues isoformes (T1 i T2), i  posteriorment 
aquesta forma precursora, mitjançant una delació de la part N-terminal de la molècula 
esdevé la  protamina. La molècula de protamina de Sepia també és una proteïna que 
conté unes subpoblacions: Sp1 i Sp2 procedents de la delació de T1 i T2 
respectivament. La figura IV.29 mostra la seqüència de les proteïnes T1 i T2 i Sp1 i 
Sp2. 
  
 
T1           SP1 
MKVAANSSKMLAEKLELMKGGRRRRRRSRRRRRRSRRRSRSPYRRRYRRRRRRRRRR
SRRRRYRRRRSYSRRRYRRRR 
 
T2         SP2 
MKVAANTSKMLVEKLDLLKGGRRRRRRSRRRRRSRRRRSRSPYRRRYRRRRRRRRSRR
RRR-YRRRRSYSRRRYRRRR 
 
Fig.IV.29: Seqüències de les isoformes dels precursors de protamina i protamina 
presents en la gònada de Sepia officinalis. (Wouters-Tyrou et al.,1991). 
 
 T1 (78 aminoàcids; 10,788Kda) i T2 (79 aminoàcids; 10,479KDa), són les dues 
variants de la molècula precursora de la protamina, que es diferencien només en 
quatre aminoàcids (residus marcats en vermell). La part N-terminal (residus 1-21), 
correspon a la part precursora de la molècula i la resta es correspon a les isoformes 
de la protamina madura Sp1 i Sp2 respectivament. Les dues isoformes 
Sp1(84212,8Da) i Sp2 (8256,6Da) es diferencien per 4 residus també (assenyalats en  
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blau). Tant T1 com T2 presenten residus de Serina fosforilables; en el treball de 
Wouters-Tyrou et al.,1991 descriuen que en la gònada la proteïna T es troba en el 
nucli sempre fosforilada i que posteriorment és reemplaçada per la protamina Sp 
fosforilada. Finalment, la protamina Sp es desfosforila. 
 
 
En l’apartat b.1 d’aquesta secció on hem estudiat en profunditat el procés de 
condensació de la cromatina espermiogènica, veiem que no és un procés simple i 
senzill, sinó que la cromatina experimenta una sèrie de canvis morfològics i 
estructurals elaborats; aquest fet ens fa pensar en la possibilitat que en aquests 
passos de remodelació de la cromatina hi intervingui, com passa en mamífers 
(Meistrich et al., 2003) una/es proteïna/es de transició que poguessin desplaçar a les 
histones prèviament a la substitució per al precursor de la protamina i protamina, i 
respondre millor d’aquesta manera a la complexitat dels processos de remodelació de 
la cromatina observats durant l’espermiogènesi.  
 
 Amb aquesta hipòtesi en ment doncs, en aquest apartat fem una reexaminació 
de les proteïnes que es troben en la gònada de S. officinalis mitjançant estudis 
electroforètics convencionals i bidimensionals i HPLC, i fem també un anàlisis detallat 
de les histones de la gònada, comparant-les amb les histones somàtiques de la 
mateixa espècie i d’una espècie pròxima, la Sepiola. 
 
 
IV.1.2b.4.1) Estudi de les proteïnes de la gònada de S. officinalis en diferents 
graus de maduresa sexual. 
 
 Primer de tot, per veure quines proteïnes es troben en la gònada de Sepia, 
vàrem fer una purificació de nuclis (tal i com hem descrit en apt. 2 de Material i 
mètodes), i una extracció de proteïnes bàsiques totals amb HCl 0.4N a partir de 
gònades amb diferent grau de maduresa. La figura III.30, és una electroforesi AU-
PAGE on es mostra el resultat d’aquestes extraccions: En el carril 1 hi ha les proteïnes 
gonadals d’un testicle immadur (corresponent al mes de novembre). Com es pot veure 
en la figura, en aquesta gònada hi ha majoritàriament una quantitat important 
d’histones (h), en comparació al precursor de la protamina (Pp), indicant que en 
aquest testicle la població de cèl·lules espermatogèniques amb histones és molt  
 
 
 196 
IV.RESULTATS         Sepia officinalis 
 
 
superior a les poques espermàtides que han reemplaçat les histones per al precursor 
de la protamina. En el carril 2, que es corresponen a una gònada amb un  grau de 
maduresa intermèdia (mes de març), es pot veure com la quantitat de precursor de la 
protamina augmenta (mantenint la mateixa quantitat d’histones), indicant una 
presència d’espermàtides en grau de maduresa més avançat superior respecte al 
carril 1. Ja en una gònada madura (carril 3, mes de Juliol),  la quantitat d’histones és 
inferior en relació a la quantitat del precursor de la protamina, i apareix una petita 
quantitat de protamina (p) en la gònada. 
 
Fig. IV.30.Gel AU-PAGE de les proteïnes extretes de les gònades de S. officinalis 
amb diferents graus de maduresa. Carril 1: proteïnes extretes d’una gònada 
immadura; carril 2: proteïnes d’una gònada de maduresa intermitja, i de gònada 
madura (carril 3). Carril 4: Proteïnes nuclears bàsiques de la fracció gonadal resistent 
a la sonicació; carril 5: proteïnes dels nuclis espermàtics del conducte deferent; i de 
l’epidídim (carril 6). H.- Histones; Pp.- Precursor de la protamina; p.- protamina. En la 
figura es mostra com a mesura que la gònada és més madura, les histones són 
reemplaçades per al precursor de la protamina, aquest alhora esdevé protamina 
madura en les gònades de grau de maduresa més avançat. 
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Malgrat veure una progressiva substitució  de les histones per al precursor de 
la protamina i que en les últimes fases de maduresa (carril c) la molècula del precursor 
de la protamina esdevé protamina madura, en tots els extractes proteics estudiats, 
inclòs en les gònades més madures, sempre hem observat només una molt petita 
quantitat de protamina madura respecte el precursor. Per acabar d’entendre aquest 
fet, es va obtenir un fracció gonadal resistent a la sonicació. Quan les cèl·lules 
espermatogèniques són sotmeses a la sonicació, només aquelles espermàtides 
avançades, les que tenen la cromatina molt compacta i protegida resisteixen a aquest 
tractament, mentre que la resta, no aguanten i es trenquen. D’aquesta manera la 
mostra queda enriquida només amb les últimes etapes de l’espermiogènesi 
(espermàtides molt avançades i espermatozoides gonadals). Les proteïnes bàsiques 
d’aquesta fracció (carril 4) són principalment el precursor de la protamina i protamina. 
El carril 5 es correspon a la composició proteica dels nuclis d’espermatozoides que es 
troben en el conducte deferent, que és el conducte que surt de la gònada i va a parar 
a l’epidídim. Com podem veure en l’electroforesi, aquests nuclis d’espermatozoides 
contenen gairebé protamina al 100%. En els nuclis dels espermatozoides que es 
troben en l’epidídim hi ha exclusivament la protamina madura.   
 
 Així doncs, en aquest gel s’observa com a mesura que la gònada de S. 
officinalis augmenta el seu grau de maduresa, les histones són progressivament 
substituïdes per al precursor de la protamina i aquest per a la protamina. Però en totes 
les gònades estudiades, la protamina només apareix en les gònades madures i tot i 
així de manera molt minoritària, ja que la relació entre la quantitat de protamina i 
precursor sempre és molt baixa. 
 
 Per completar i entendre millor aquest fet, hem fet també talls histològics (a 
través de microscopia òptica convencional) de cada una d’aquestes gònades en 
diferent grau de maduresa, i hem quantificat els diferents tipus de cèl·lules 
espermatogèniques de cada una d’elles. 
 
 En el següent apartat presentem aquest estudi. 
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Estudi histològic i comptatge dels tipus cel·lulars espermatogènics en les gònades de 
S. officinalis en diferent grau de maduresa.
 
 L’objectiu d’aquest apartat, és fer un seguiment de la gònada al llarg de la seva 
maduració tant a nivell histològic com a nivell de tipus cel·lulars. Per a aquest propòsit, 
hem agafat mostres de testicle al llarg de l’any, en diferent estat de maduresa, les hem 
inclòs en parafina i contrastat mitjançant una tinció en Hematoxilina-Eosina i hem 
observat al microscopi òptic l’aspecte del túbul seminífer i fet un comptatge dels tipus 
cel·lulars espermatogènics que hi ha en els túbuls. Les figs. IV.31, 32 i 33 exposen els 
resultats resumidament. 
 
 
Per a aquest recompte, hem agrupat els tipus cel·lulars que trobem dins el 
túbul seminífer en quatre tipus: a) espermatogònies ( de tipus A i B) i espermatòcits 
(primaris i secundaris), que en el túbul seminífer, són les cèl·lules de nucli més gran 
que es troben més a la perifèria b) les espermàtides rodones, que es diferencien 
principalment perquè el seu nucli és més petit i rodó, i ocupen una  posició més 
interna en túbul, c) espermàtides en elongació que sovint es troben agrupades,  els 
seu nucli està clarament elongat i es troben just després de les espermàtides rodones 
en direcció cap a la llum del túbul, i d) espermàtides elongades (o també 
espermatozoides gonadals) que es troben ja al centre del túbul, per viatjar a través de 
la llum cap al conducte deferent  i epidídim. 
 
 La fig. IV.31A correspon a un tall histològic d’una zona del túbul seminífer de la 
gònada de Sepia immadura, on es poden veure els diferents tipus cel·lulars del procés 
de l’espermatogènesi.  La primera capa de tipus cel·lulars que trobem just en contacte 
amb les cèl·lules epitelials del túbul es correspon al que nosaltres hem agrupat en 
espermatogònies i espermatòcits (a), que en aquesta gònada immadura representen 
un 40% de les cèl·lules espermatogèniques del túbul. Presenten un nucli més gran 
que la resta de tipus cel·lulars i una tinció del nucli intensa eosina.  Seguidament en 
una posició intermitja en el túbul hi ha les espermàtides rodones (b), (les cèl·lules que 
inicien el procés de l’espermiogènesi) que presenten un nucli petit i rodó, i són el tipus 
més abundant d’una gònada immadura (47%). En el centre i llum del túbul, ens trobem 
a les espermàtides en elongació i elongades. En aquesta gònada immadura aquests  
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estadis avançats representen un fracció molt minoritària, fet que explicaria la 
composició proteica d’aquesta gònada (fig.IV.30 carril 1) on principalment hi ha 
histones gonadals corresponents als grups a i b  d’aquest apartat. 
 
Fig.IV.31: A: Tall histològic incluït en parafina i tenyit amb Hematoxilina-Eosina del 
testicle immadur de S. officinalis .Augments: 40X . B: Mitja del recompte dels tipus 
cel·lulars de tres gònades immadures. 
     B 
 
 
 
 En Fig. IV.32, hi ha la imatge d’un túbul seminífer de maduresa intermitja, on 
histològicament el túbul presenta un aspecte menys compacte, de manera que entre 
un tipus cel·lular i una altre hi ha més separació. Aquest fet es dóna especialment en 
les espermatogònies i espermatòcits on en la etapa anterior formaven una capa 
cel·lular molt uniforme. En quan a quantitat de tipus de cèl·lules la diferència més 
destacada és la disminució (27%) de les cèl·lules no espermiogèniques i l’augment de 
les espermàtides rodones (representen gairebé 56% de les cèl·lules del túbul). A 
destacar també el fet que les fases avançades de l’espermiogènesi representen 
encara una petita fracció de l’espermatogènesi, que sumades, expliquen la quantitat 
de precursor de protamina (carril 2 Fig.IV.30).  
 
 En la gònada madura (Fig.IV.33), aquesta sensació de separació entre cèl·lules 
dins el túbul encara es fa més evident (comparar IV.31 i IV.32). Amb el comptatge de 
cèl·lules es veu com les espermàtides rodones que en la etapa anterior  
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eren molt majoritàries, en aquí disminueixen alhora que incrementen les espermàtides 
en elongació (c) i elongades (d). Aquesta disminució d’espermàtides rodones i 
increment en les fases avançades de l’espermiogènesi, explica la disminució de les 
histones de la gònada, i la presència del precursor i la protamina (Fig. IV.30 carril 3).  
 
 
 
 
 
B 
 
 
Fig.IV.32.A: Tall transversal d’un túbul seminífer de S. officinalis en estat de maduresa 
intermitja. Teixit inclòs en parafina i tenyit  amb Hematoxilina-Eosina. 40X 
B: Mitja del percentatge dels tipus cel·lulars que hi ha en una gònada en aquest grau 
de maduresa. 
 
  
Un punt important a remarcar en el procés de maduració de la gònada de S.
officinalis és que la quantitat d’espermàtides elongades en el testicle representa 
sempre (inclòs en les gònades més madures) un percentatge molt baix  (2%, 3%, 
12%) de les cèl·lules que constitueixen l’espermatogènesi, per això la quantitat de 
protamina que detectem en la gònada és mínima. Addicionalment, el fet que en tots  
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Fig.IV.33: A: Tall histològic de S. officinalis inclòs en parafina i tenyit amb 
Hematoxilina-Eosina d’una gònada madura. 20X.  
 
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B: Percentatge dels tipus espermatogènics que hi  ha en una gònada madura. 
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els casos (inclòs en la fracció de la gònada resistent a la sonicació, Fig. IV.30 carril 4) 
la quantitat de precursor de la protamina és molt superior a la quantitat de protamina 
madura, ens fa pensar que quan l’espermatozoide gonadal ha assolit la compactació 
màxima i conté la protamina madura en el nucli, passa ràpidament al conducte 
deferent i abandona la gònada a través de la llum del túbul seminífer.  
 
IV.1.2b.4.2) Estudi per electroforesi bidimensional de les histones de la gònada 
versus histones somàtiques de Sepia. Comparació amb les histones gonadals 
de Sepiola. 
 
Per tal d’analitzar més acuradament les histones de Sepia i veure si hi havia 
alguna proteïna intermitja, hem fet també estudis en electroforesi bidimensional de les 
histones de la gònada i també de les histones somàtiques de la mateixa espècie, a fi i 
efecte de ser comparades i analitzar possibles diferències i isoformes específiques de 
teixit germinal. També hem comparat les histones gonadals de Sepia amb les de 
Sepiola. 
La figura IV.34 contraposa tres electroforesi bidimensionals, una de la gònada 
de Sepia (Fig. IV.34A), l’altre de les glàndules espermatofòriques (B) (veure Fig.III.1 
en Material i Mètodes) corresponent doncs a un teixit somàtic de la mateixa espècie. 
En la imatge es pot veure que respecte a les histones que constitueixen el “core” del 
nucleosoma (H2A, H2B, H3 i H4) no presenten cap diferència significativa ni en les 
seves isoformes, ni en la seva mobilitat electroforètica, i pel que fa la histona H1, les 
subfraccions que veiem en l’electroforesi bidimensional (Fig. IV.34A) no són 
exclusives de la gònada, ja que el teixit somàtic també presenta aquestes 
subfraccions i algunes isoformes més (Fig. IV.34B asteriscs). La tercera electroforesi 
bidimensional (Fig. IV.34C), correspon a les histones gonadals de Sepiola, espècie 
propera a S. officinalis, interessant també per contraposar i comparar el comportament 
electroforètic de les seves histones amb les de Sepia. La figura IV.34C, mostra que hi 
ha diferències entre les dues espècies (més clares que no intraespecífiques) en 
algunes isoformes de les histones H2B i H1però el patró electroforètic és similar. 
Tampoc observem una banda de mobilitat diferent a la de les histones que ens indiqui 
la presència d’alguna proteïna especial. 
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Fig.IV.34: electroforesi bidimensionals de les histones contingudes en la gònada 
(A) i teixit somàtic (B) de S. officinalis. Histones de la gònada de Sepiola (C). A, B 
i C: La primera dimensió per tal de resoldre les isoformes de les histones es fa fer en 
gels AUT-PAGE 6M Urea/6mM Tritó X-100 i la segona dimensió en SDS-PAGE al 15 
% acrilamida. Nota: La duplicació de bandes observada en B i C és un artefacte de 
electroforesi. 
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També es va realitzar una electroforesi bidimensional amb la gònada de Sepia 
on la primera dimensió era un gel AUT-PAGE a una concentració de Tritó X-100 
diferent a la utilitzada fins al moment (3Murea/3mMTritóX-100), pensada 
específicament per canviar la mobilitat electroforètica de les histones i separar millor 
les possibles isoformes de la histona H1 (Zweidler, A., 1978) i la segona dimensió es 
va córrer en un gel SDS-PAGE al 15% d’acrilamida. Els resultats es mostren en la 
figura IV.35.  
 
 
Fig.IV.35:Electroforesi 
bidimensional de les histones 
gonadals de S. officinalis, on s’ha 
separat la histona H1 de la resta 
d’histones per veure millor les 
seves possibles isoformes. La 
imatge presenta les histones cor més 
acumulades a la part esquerra del gel 
i les isoformes de la histona H1 a la 
part superior del gel. La histona H1 
presenta entre tres o quatre isoformes 
diferents.  
 
 
 
 
 
 
Fig.IV.36 (pàgina següent): Fraccionament de les histones de la gònada de S.
officinalis mitjançant HPLC i estudi d’aquestes per electroforesi AU-PAGE i SDS-
PAGE. Al centre de la figura hi ha representats els pics obtinguts en la cromatografia. 
Els pics 1 i 1’ corresponen a les dues isoformes de la protamina, 2 i 2’ a les dues 
isoformes de la molècula precursora de la protamina, els pics 3, 4, 5, i 6 corresponen 
a les isoformes de la histona H1, el pic 7 es correspon a H2A, els pics 8 i 9 és H2B i el 
pic 10 la histona H4. Els pics 11 i 12 es corresponen a la histona H3. Part superior 
del gràfic: Fraccions obtingudes de l’HPLC resoltes en un gel SDS-PAGE. Part 
inferior: Pics de l’HPLC resolts en un gel AU-PAGE. 
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En la figura IV.35 es mostra com la histona H1 ha quedat millor resolta i 
separada de la resta d’histones del cor, quedant aquestes més juntes a la part 
esquerre del gel. En quan a la histona H1, podem veure almenys tres isoformes 
diferents i possiblement un quarta que corre com la resta d’isoformes però més cap a 
l’esquerra de la segona dimensió. Per tal de confirmar si aquesta última banda es 
tracta d’una isoforma de la histona H1 o no es podria fer una anàlisi d’aminoàcids de 
la banda. De totes maneres, en el gel tampoc sembla que hi hagi cap isoforma 
especial o addicional a les ja descrites en les  electroforesi anteriors. (Fig. IV.34A) 
 
Addicionalment a aquests estudis electroforètics, hem fet també una purificació 
mitjançant HPLC i una anàlisi d’aminoàcids de les histones gonadals de Sepia, que 
ajuda a recolzar els resultats obtinguts fins ara, és a dir que les histones gonadals 
tenen un comportament similar a les somàtiques, i que per tant no observem cap 
isoforma específica de la gònada, i per altra cantó tampoc detectem la presència d’una 
proteïna de transició. La Fig. IV.36 ho esquematitza. 
 
En el patró obtingut per l’HPLC es veu en primer lloc les dues isoformes de la 
protamina (Sp1 i Sp2) que es correspon als pics 1 i 1’,  i també que representen una 
part molt minoritària respecte la resta de proteïnes de la gònada. També s’observen 
les dues isoformes de la molècula precursora de la protamina (T1 i T2) corresponents 
als pics 2 i 2’.  En el gel AU-PAGE (a baix) veiem les dues isoformes purificades més 
petites que la resta de proteïnes en la gònada, per això corren més ràpid que les 
histones.  La histona H1 tal i com hem vist els les electroforesi bidimensional és la 
histona més variable i presenta vàries isoformes, corresponents als pics 3-6 de 
l’HPLC. La resta de pics, són els corresponents a les histones nucleosomals: pic 7 és 
la histona H2A, els pics 8 i 9 són H2B, el pic 10 histona H4 i els pics 11 i 13 histona 
H3.  Addicionalment, l’anàlisi d’aminoàcids de la taula 1 on es compara les histones de 
la gònada de Sepia amb les histones somàtiques de timus de vedella, indica que les 
histones gonadals de Sepia no presenten diferències significatives respecte les 
somàtiques, ja que presenten valors molt similars en el percentatge de la composició 
aminoacídica. 
 
Els resultats obtinguts en aquest apartat indiquen doncs, que després dels 
estudis dels extractes proteics totals, per electroforesi bidimensional, HPLC i anàlisi  
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d’aminoàcids,  en la gònada de Sepia a diferència del que passa en mamífers 
(Churikov D. Et al. 2004; Govin et al., 2004) no presenta cap variant d’histones 
específica del testicle, ni tampoc cap proteïna de transició addicional, indicant que el 
model de recanvi proteic de l’espermiogènesi de Sepia es correspon a una substitució 
directe de les histones per part del precursor de la protamina i a una segona 
substitució proteica del precursor per a la protamina madura. 
 
 
  
Aleshores la qüestió que ens plantegem a continuació per tal d’entendre bé el procés 
de remodelació de la cromatina en Sepia, havent descartat la possibilitat de 
l’existència de variants específiques d’histones i de proteïnes de transició, és l’estudi 
de la composició proteica de la cromatina en cada etapa de la remodelació en relació 
amb els tipus de  proteïnes bàsiques que interaccionen amb ella, que són  
principalment les histones, la molècula precursora de la protamina i la protamina 
madura. 
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Taula IV.1: Composició aminoacídica (mol %) de les histones de la gònada de 
S.officinalis (SO) en comparació amb les  histones somàtiques de calf timus (CT) 
(Mays and Johns, 1982). 
 
 
 
 
 
 
 
 H1  H2A  H2B  H3  H4 
 SO1 SO2 SO3 SO4 CT  SO CT  SO CT  SO CT  SO CT 
Lys 16.5 20.1 22.5 22.0 26.8  11.2 10.2  14.0 14.1  10.2 10.0  10.9 11.4 
His 1.3 1.5 1.2 1.4 ---  2.6 3.1  2.6 2.3  1.6 1.7  2.3 2.2 
Arg 7.5 6.5 4.2 4.1 1.8  9.0 9.4  7.1 6.9  12.2 13.0  12.7 12.8 
Asx 4.2 1.4 2.7 4.3 2.5  5.2 6.2  4.8 5.0  4.1 4.2  4.8 5.2 
Thr 3.7 6.3 5.6 5.3 5.6  5.9 3.9  5.6 6.4  7.1 6.8  5.4 6.3 
Ser 6.8 6.1 7.7 7.1 5.6  4.5 3.4  10.7 10.4  4.2 3.6  2.3 2.2 
Glx 7.8 3.5 3.5 4.0 3.7  8.6 9.8  8.4 8.7  11.5 11.6  7.0 6.9 
Pro 5.0 7.5 8.5 7.5 9.2  4.5 4.1  3.6 4.9  4.7 4.6  2.2 1.5 
Gly 7.4 5.4 7.0 7.9 7.2  9.0 10.8  6.6 5.4  6.1 5.4  15.3 14.9 
Ala 23.0 20.9 20.3 21.7 24.3  10.5 12.9  11.2 10.8  12.9 13.3  8.3 7.7 
Cys --- --- --- --- ---  --- ---  --- ---  --- 1.0  --- --- 
Val 5.1 8.7 5.7 5.4 5.4  7.5 6.3  8.0 7.5  5.0 4.4  8.4 8.2 
Met --- 1.6 0.9 --- ---  1.5 ---  2.0 1.5  1.3 1.1  1.0 1.0 
Ile 2.1 3.0 2.8 1.0 1.5  4.0 3.9  4.9 5.1  5.0 5.3  5.4 5.7 
Leu 3.5 3.3 4.0 5.0 4.5  12.8 12.4  4.6 4.9  8.9 9.1  8.8 8.2 
Tyr 3.5 2.4 1.7 1.8 0.9  2.5 2.2  3.7 4.0  2.3 2.2  3.2 3.8 
Phe 2.6 2.2 1.7 1.6 0.9  1.0 0.9  2.0 1.6  2.9 3.1  1.9 2.1 
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IV.1.2b.4.3)Relació entre el tipus de proteïnes nuclears i la condensació de la 
cromatina. 
 Generació dels antiserum contra el precursor de la protamina i  histona H2A.
Antiserum contra la molècula precursora de la protamina.
El primer pas que vàrem fer per abordar aquesta segona part de l’estudi, va ser 
la síntesi d’un anticòs contra la part precursora de la molècula de protamina. La idea 
original era generar un anticòs que ens permetés saber en quin moment de 
l’espermiogènesi la molècula precursora entra en el nucli, i també saber quan, en 
fases molt avançades desapareix el precursor, serà degut a que ja hi la protamina 
madura en el nucli. Malgrat això, l’antiserum generat contra la molècula va resultar 
reaccionar contra el precursor de la protamina i també contra la protamina madura, en 
conseqüència podem saber amb certesa el moment en què el precursor de la 
protamina entra dins el nucli, però no podem afirmar el moment en què aquest passa 
a protamina degut a la reacció creuada de l’anticòs.  
 
El procés d’obtenció de l’anticòs està descrit més detalladament en l’apartat 
III.3.9.1 de Material i Mètodes, en aquí, exposem només els punts més importants. En 
primer lloc partint de gònades fresques de Sepia es va fer una extracció de proteïnes 
bàsiques totals amb HCl 0.4N i una purificació mitjançant HPLC de les dues molècules 
precursores de la protamina (T1 i T2). Per tal de separar la part precursora de la 
molècula (l’extrem N-terminal que és eliminat en les últimes etapes de 
l’espermiogènesi), es va dur a terme una digestió amb quimiotripsina i els pèptids 
resultants varen ser de nou purificats per HLPC i analitzats per espectrometria de 
masses. Es vàrem seleccionar els pèptids corresponents a aquest extrem N-terminal 
(residus 1-21), es va conjugar la mostra amb la proteïna Keyhole Limpet Hemocyanin 
(KLH) per tal de fer més immunogènic a l’antígen, i es va procedir a la injecció 
d’aquest antígen en un conill per a la producció d’un anticòs policlonal.  
 
 Antiserum contra la histona H2A
 Per estudiar en quin moment de l’espermiogènesi desapareixen les histones 
del nucli de l’espermàtida, vàrem estar primer treballant amb anticossos anti-histones 
comercials i després de diversos intents per obtenir resultats satisfactoris en 
immunolocalitzacions per microscopia electrònica,  vàrem procedir també de manera  
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similar al que es va fer amb el precursor de la protamina per obtenir un sèrum contra 
la histona H2A de la gònada de timus de vedella. En primer lloc es va fer una extracció 
de les histones amb àcid acètic al 35% ,i després una purificació de la histona H2A per 
cromatografia en carboximetilcel.lulosa CM52 (veure amb més detall Material i 
Mètodes). Amb l’antígen purificat, es va procedir també a la producció d’un anticòs 
policlonal. 
IV.1.2b.4.4) Westerns Blots dels anticossos utilitzats per testar la seva 
especificitat.  
Antiserum contra el precursor de la protamina
La primera prova que es va fer amb l’antiserum va ser provar la seva 
especificitat amb Western Blot. En la fig.IV.37 es mostra els resultats obtinguts per a 
l’anti-serum del precursor de la protamina de Sepia.  
 
 Els resultats indiquen que l’anti-serum del precursor de la protamina 
reconeix el seu antígen (Pp en el gel ) en l’extracte de gònada madura (carril 1 del gel) 
on hi ha només el precursor de la protamina. Amb una exposició del film d’1min. (B) la 
reacció és immediata, i amb 3 min. la intensitat de revelat és molt més forta, indicant 
que l’antiserum reconeix el precursor de la protamina (Pp) amb una elevada 
especificitat. En el carril 2 on hi ha només les espermàtides elongades resistents a la 
sonicació (espermatozoides gonadals) la reacció més immediata de l’antiserum és la 
de reconèixer el precursor de la protamina (B), però amb una exposició una mica més 
llarga (C) reconeix també, encara que amb una menor intensitat, a la protamina 
madura (p) . El mateix passa quan estudiem l’extracte del conducte deferent (carril 3) i 
l’epidídim (carril 4)  on en ambdues mostres hi ha una reacció creuada amb la 
protamina quan el film s’exposa una mica més (C).  
 
 Així doncs, malgrat que l’anticòs es va produir només contra el pèptid precursor 
de protamina, aquest presenta una lleugera reacció creuada amb la forma madura de 
la protamina, i en conseqüència, no podem afirmar que l’anti-serum sigui específic de 
forma exclusiva per al precursor de la protamina, sinó que interpretem que reconeix a 
les dues formes (encara que amb una afinitat molt més elevada de reacció per al 
precursor de la protamina). 
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Fig.IV.37: Western Blot amb l’antiserum obtingut del precursor de la protamina. 
A: Gel AU-PAGE de les proteïnes nuclears bàsiques de S. officinalis. Carril 1: 
Proteïnes d’una gònada madura de Sepia; Carril 2: Fracció de la gònada enriquida en 
fases avançades i resistent a la sonicació; carril 3: extracte proteic del conducte 
deferent; carril 4: epidídim. B:  Film exposant durant 1 min. de la detecció del 
precursor de la protamina en el gel AU-PAGE. Els carrils 1, 2 ,3, i 4 del gel AU-PAGE 
es corresponen als carrils 1-4 del film. C: Film exposat 3min. 
 
 
Amb aquesta prova d’especificitat de reacció de l’anti-serum, caldrà tenir 
present doncs, que aquest anticòs ens informarà del moment de l’entrada del 
precursor en el nucli espermàtic, però que no ens aportarà informació de la transició: 
precursor de la protamina          protamina madura, degut a aquesta petita reacció 
creuada. 
Antiserum contra la histona H2A de timus de vedella
Per els resultats obtinguts en el Western blot amb l’anticòs anti-histona H2A de 
timus de vedella (figura IV.38) veiem que el serum anti-H2A reacciona de manera 
específica contra la histona H2A de Sepia (carrils 1 i 2 3 i 4 del gel i del film). Només  
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en aquella mostra enriquida en les últimes etapes de l’espermiogènesi on hi ha menys 
histones que en l’extracte total de la gònada (carril 3), i per tant conté principalment 
precursor de la protamina i protamina madura, observem que la reacció amb la 
histona H2A és inferior respecte les altres. (carril 3 del film). 
 
 
Fig.IV.38: Western blot de l’anti-serum de la histona H2A amb  proteïnes 
bàsiques de la gònada de Sepia. A: Gel SDS-PAGE al 15 % acrilamida amb 
extractes de proteïnes bàsiques de la gònada de Sepia, (En un gel SDS-PAGE no es 
veuen les protamines ni el precursor de la protamina perquè són molècules molt 
bàsiques insolubles en SDS. Carril 1: Extracte de proteïnes bàsiques d’una gònada 
de febrer ; carril 2: extracte de proteïnes bàsiques d’una gònada de del mes de març; 
carril 3: Extracte de proteïnes bàsiques procedent de nuclis elongats (estadis 
avançats de l’espermiogènesi) ; carril 4: Extracte gonadal de proteïnes bàsiques de 
nuclis espermàtics purs de Sepia . B: Film revelat després de la incubació del gel de 
figura III.35A amb l’anti-serum contra la histona H2A. Els carrils 1-4 del gel SDS es 
corresponen als carrils 1-4 del film. 
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 Així doncs, aquest anticòs, malgrat presentar, en una de les gònades (carril 2 
gel i film) una petita reacció creuada amb la histona H1, ens aportarà informació sobre 
en quin moment de l’espermiogènesi desapareixen les  histones del nucli espermàtic.  
 
IV.1.2b.4.5) microscopia electrònica : anticossos  anti-histona H2A  i anti- 
precursor.  
 
Després d’estudiar l’especificitat dels anti-sèrums generats i dels anticossos 
comercials, apliquem la tècnica d’immunolocalització d’aquestes proteïnes a la 
microscopia electrònica. La tècnica d’immunomicroscopia sovint no dóna bons 
resultats degut a què durant el procés de tractament de la mostra (fixació, inclusió 
etc..), hi ha varis passos on l’antígen diana del nostre serum o anticòs es pot veure 
fàcilment alterat i en conseqüència el reconeixement antígen-anticòs no és viable. En 
el nostre cas, després de provar vàries condicions d’incubació. dilució de l’anticòs, 
bloqueig d’epítops inespecífics etc, no tots els anticossos que vàrem provar van donar 
bons resultats; concretament, el marcatge amb la histona H1 va resultar ser del tot 
inespecífic, amb un background generalitzat. L’anticòs contra la histona H4  comercial, 
presentava un marcatge molt baix, gairebé nul. 
 Afortunadament, després d’ajustar condicions, vàrem arribar a resultats 
satisfactoris per al precursor de la protamina i per a la histona H2A de timus de 
vedella. 
 
 
 
Aparició del precursor de la protamina en el nucli espermàtic
Tal i com hem mencionat en l’apartat anterior, els controls d’especificitat 
realitzats amb l’anticòs contra el precursor de la protamina impliquen que treballar 
amb aquest anti-sèrum ens permet assegurar el moment d’aparició del precursor en el 
nucli, però que degut a la petita reacció creuada que presenta amb la protamina 
madura, no ens permet afirmar amb fermesa en quin moment es dóna el pas 
precursor protamina a protamina madura. 
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 A partir de talls ultrafins de gònada de Sepia incluïda en Lowicryl (veure 
material i mètodes secció III.3.13.3.2) hem fet immunolocalització de la molècula 
precursora de la protamina. Tenint en ment la figura-resum del procés de condensació 
de la cromatina espermiogènica que hem exposat en l’apartat b.2), mostrem la figura 
IV.39 on hi ha  el resum dels resultats obtinguts en aquest experiment. En aquesta 
figura, s’ha seleccionat una imatge representativa de cada fase de l’espermiogènesi 
de S. officinalis. El marcatge de l’anticòs en immunomicroscopia electrònica es detecta 
mitjançant un l’anticòs secundari que està conjugat amb unes boletes d’or de diferents 
tamanys, i el que nosaltres observem són aquestes boletes localitzades allí on 
l’anticòs ha reaccionat amb l’antígen d’interès. Una major quantitat de boletes d’or en 
la mostra indica també una quantitat elevada de l’antígen. 
 
La figura IV.39A representa un nucli espermàtic amb cromatina de tipus 
somàtic i la figura IV.39B, el detall d’un nucli espermàtic amb cromatina de tipus 
granular. En ambdues figures, el marcatge que observem és baix, especialment si 
tenim en compte que la immunoreactivitat d’aquest anticòs és molt elevada i que en 
comparació amb altres fases el marcatge és  molt poc significatiu, equivalent al que 
trobem en el background (veure controls més endavant). Així doncs, veiem que el 
primer pas en la remodelació de la cromatina espermiogènica (cromatina de tipus 
somàtic a cromatina granular) té lloc en el nucli sense la presència del precursor de la 
protamina. Les causes d’aquesta primera transició, és un tema que no abordem en 
aquest treball, però molt possiblement podrien ser degudes a la pèrdua de proteïnes 
que constitueixen l’heterocromatina (Alami-Ouahabi et al., 1996; Chieffi et al., 2002), i 
/o a la modificació post-transcripcionals (acetilacions, metilacions, fosforilacions…) de 
les histones, provocant un canvi en la manera d’interaccionar amb la cromatina. 
 
 El següent estadi en la condensació de la cromatina queda representat en la 
figura IV.39C on hi ha un detall d’un nucli espermàtic amb fibres de 25- 30nm (fibres 
fines). Aquí s’aprecia molt clarament com aquesta segona remodelació de la 
cromatina té lloc a la vegada que entra la molècula precursora de la protamina en el 
nucli. (Comparar el marcatge d’aquesta fase amb les dues fases anteriors). Amb 
l’evidència d’aquest increment de marcatge en passar de cromatina granular a fibres 
de 25nm-30nm, podem atribuir aquesta segona transició de la cromatina a la 
presència massiva del precursor de la protamina dins el nucli. 
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En la fase següent (figura IV.39D) on les fibres de 25-30nm s’han reorganitzat 
per donar lloc a fibres més gruixudes de 40- 45nm, el marcatge per al precursor de la 
protamina segueix sent elevat, inclús presenta un lleuger increment, (veure comptatge 
del marcatge més endavant en aquest apartat). Aquest resultat indica encara la 
presència del precursor de la protamina en el nucli. 
 
 En les fases de condensació de la cromatina (figura IV.39E en endavant), i en 
el nucli espermàtic de l’espermatozoide gonadal (figura IV.39F), el marcatge obtingut 
per al precursor es manté constantment elevat. En realitat, en aquesta última fase de 
l’espermiogènesi, no podem distingir si estem detectant el precursor de la protamina o 
bé protamina madura en el nucli. El que si que podem afirmar, pel que hem vist en els 
estudis electroforètics en l’apartat IV.1.2b.4.4), és que en la gònada, només una petita 
part  de les espermàtides es troben interaccionant amb la protamina madura, i que la 
major part de la protamina de la gònada es troba en forma de precursor. És aquest fet 
el que ens fa pensar que aquelles nuclis espermàtics d’espermatozoides gonadals ja 
madurs que contenen la protamina en el nucli, desapareixen ràpidament de la gònada 
i passen cap a l’epidídim.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. IV.39 (pàg. següent): Figura-resum de l’immunomarcatge del precursor de la 
protamina en la cromatina espermiogènica de S. officinalis. La cromatina de tipus 
somàtic i cromatina granular (A i B respectivament) no presenten marcatge evident. 
En la remodelació de la cromatina granular a cromatina de fibres de 25-30nm (fines ) 
hi ha un increment important del marcatge, indicant que hi ha una entrada massiva del 
precursor en el nucli. En les fibres de 40-45nm el marcatge contra el precursor de la 
protamina persisteix, i es manté elevat. Entrada l’etapa de condensació de la 
cromatina, observem també un marcatge intens, indicant que el precursor i /o la 
protamina madura estan presents en el nucli fins al final del procés de condensació de 
la cromatina. Nota: Totes les imatges han estat incubades a una mateixa concentració 
d’anticòs primari de 1/600. 
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Controls per a la interpretació de la immunoreactivitat de l’anticòs del precursor 
de la protamina en els estudis de microscopia electrònica
És necessari per descartar el marcatge inespecífic dels anticossos fer sempre 
controls negatius de la mateixa mostra que s’està estudiant. La figura IV.40, mostra 
els controls negatius que hem fet per a interpretar els resultats d’immunomarcatge del 
precursor en la cromatina espermiogènica. En aquestes imatges es va incubar el teixit 
només amb l’anticòs secundari conjugat amb la partícula d’or (sense l’antiserum del 
precursor de la protamina) , per tal de veure i saber si l’anticòs secundari produïa 
algun marcatge inespecífic que estes incrementant la intensitat de marcatge que hem 
observat en la immunolocalització anterior. 
 
En la cromatina granular, de fibres i en fases de condensació, figura IV.340A ,B 
i C respectivament, es pot veure com el marcatge inespecífic obtingut per a l’anticòs 
secundari és pràcticament inexistent. En l’espermatozoide gonadal (figura IV.40D ) 
observem un petit marcatge inespecífic dins el nucli condensat; aquesta petit 
marcatge inespecífic és degut a l’atracció que provoca l’elevada electrodensitat de la 
cromatina compactada per l’anticòs secundari. Malgrat aquesta unió inespecífica, si 
comparem aquesta imatge amb la imatge de la figura IV.39F on  hem tractat la mostra 
amb l’anticòs primari (dil. 1/600), el marcatge que observem és indubtablement 
significatiu.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. IV.40: Figura-resum dels controls negatius per a l’estudi de la presència de 
precursor de la protamina en la cromatina espermiogènica.: Tant en la cromatina 
organitzada en grànuls (A), com la cromatina de fibres (B) o en la fase condensació 
(C), la unió inespecífica de l’anticòs secundari és mínima. En la cromatina compactada 
de l’espermatozoide madur (D) observem un background de marcatge degut a 
l’elevada electrodensitat de la cromatina. Nota: Les dilucions de l’anticòs i condicions 
de bloqueig de les figs. III A-D són les mateixes. (Dil 1/600). 
 218 
IV.RESULTATS                      Sepia officinalis 
 
 
 
Gràfic-resum de l’aparició del precursor en el nucli de Sepia.
 Per concloure l’estudi del precursor de la Sepia, presentem un gràfic (Fig. 
IV.41), on hi ha representat en percentatge de marcatge obtingut del precursor 
(assumint el valor més alt obtingut com a 100%) en cada tipus de cromatina descrita al 
llarg del procés de l’espermiogènesi. 
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Fig.IV.41: Gràfic-resum on es representa la valoració quantitativa del marcatge del 
precursor de la protamina en les diferents fases de l’espermiogènesi de S. officinalis. 
 
La valoració quantitativa del marcatge del precursor en el nucli es fa fer a 
través de la quantificació de les partícules d’or per micra quadrada del volum del nucli. 
Cal puntualitzar que no és un comptatge fàcil degut a què s’han de tenir en compte 
varis paràmetres. En primer lloc, que tant la forma i volum del nucli presenten 
variacions al llarg de l’espermiogènesi, i en segon lloc totes les variables 
experimentals a controlar, que impliquen: condicions de bloqueig, dilució de l’anticòs, 
unions inespecífiques de les partícules d’or degut a la electrodensitat de la mostra, 
tenir en compte el background etc… per això hem fet uns comptatges 
d’immunolocalitzacions sempre fetes sota les mateixes condicions, i referides a micra 
quadrada. Aquests comptatges es fan fer per independent entre tres persones. 
 Els valors presentats en aquesta figura provenen del valor primor de 
comptatges fets per tres persones diferents. En el gràfic es veu clarament com en les  
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dues primeres fases de la condensació de la cromatina espermiogènica el precursor 
de la protamina no ha entrat encara en el nucli, i que no és fins que els grànuls 
esdevenen fibres fines que en el nucli hi ha la gran majoria del precursor (78%). En les 
fibres gruixudes, ja hi ha la totalitat de la molècula en el nucli, i en les fases de 
condensació de la cromatina, el marcatge es manté al 100%  ja que és el marcatge 
sumat de la presència del precursor de la protamina i de la protamina madura. 
Desaparició de la histona H2A del nucli espermàtic
 
Per estudiar el moment de la desaparició de les histones del nucli espermàtic 
hem utilitzat l’anti-serum que vàrem generar a partir de la histona H2A purificada de la 
timus de vedella i hem interpretat que la presència de la histona H2A, és representatiu 
de la presència de la resta d’histones en el nucli.  
 
La figura IV.42 mostra els resultats d’aquestes immunolocalitzacions, on al 
igual que hem fet amb el precursor de la protamina, s’ha escollit una imatge 
representativa de cada estadi de l’espermiogènesi.  
 
La primera imatge (IV.42A) representa una espermàtida amb cromatina de 
tipus somàtic on es pot veure un marcatge evident de la histona H2A. Aquest 
marcatge, com es veu en la figura es concentra principalment en la heterocromatina; 
aquest fet és degut a que al estar més compactada que la eucromatina, hi ha una 
major densitat de nucleosomes, i per tant també de la histona H2A Aquesta 
espermàtida que just ha acabat la divisió meiòtica i que encara no ha remodelat la 
seva cromatina és de fet un control positiu per al marcatge de la histona H2A. 
 
En la fase següent (figura IV.42B, cromatina granular), el marcatge de la 
histona H2A persisteix indicant clarament la presència de la totalitat d’histones en el 
nucli. Addicionalment, el fet que en aquest estadi el precursor de la protamina encara 
no es troba en el nucli i que com hem vist en l’apartat anterior la transició d’histones a 
precursor de la protamina és directe sense la presència de proteïnes intermitges, 
pensem que la cromatina granular es troba organitzada en nucleosomes. Tenint en 
compte que els grànuls tenen presenten un tamany homogeni de 18nm, cada grànul 
representaria entre 3 ò 4 nucleosomes (repassar). 
 
 
 
 221
Sepia officinalis                                                                                   IV.RESULTATS 
 
 
 En les fibres fines de 25-30nm, com mostra la figura IV.42C hi ha un marcatge 
lleugerament inferior a l’observat fins ara en els dos primers estadis (veure apartat 
següent on hem fet un comptatge per micra quadrada de les boletes d’or) però 
segueix sent un marcatge significatiu, indicant la presència de la histona H2A, i per 
tant també de la resta d’histones en el nucli espermàtic. Més endavant en la discussió 
analitzarem més detenidament la naturalesa i comportament d’aquestes fibres de 
cromatina, ja que entre d’altres aspectes, degut a la coexistència amb el precursor de 
la protamina, són especialment interessants.  
 
 La figura IV.42D mostra les fibres de 40-45nm, fibres gruixudes. En aquesta 
fase, la presència d’histones en el nucli és clarament inferior, però no pas nul·la o 
inexistent, ja que el poc el marcatge observat en aquests estadis supera el 
background assumit en els nostres controls negatius. (Veure més endavant en aquest 
apartat els controls negatius dels experiments de microscopia electrònica). 
 
 A partir de l’entrada en l’etapa de condensació de la cromatina en endavant 
(Fig.IV.42E en endavant ) fins a l’espermatozoide gonadal (figura IV.42F), el marcatge 
de la histona H2A és inexistent.  
 
 
 
 
 
 
 
Fig.IV.42 (pàg. següent): Figura-resum del marcatge de la histona H2A en la 
cromatina espermiogènica de S. officinalis. A: Detall d’un nucli espermàtic amb 
cromatina de tipus somàtic on degut a què el nucli encara no ha sofert cap 
remodelació, s’hi troba el marcatge màxim, sent la imatge del control positiu de tota la 
figura. B: Cromatina de tipus granular, on el marcatge contra la histona H2A és del tot 
significatiu. C: En la cromatina de fibres primes (25-30nm) es manté un marcatge 
important de la histona H2A indicant encara la presència d’histones en el nucli. D: Les 
fibres gruixudes (40-45nm) presenten clarament una disminució del marcatge, però si 
es té en compte el background, és un marcatge rellevant posant de manifest que en 
aquesta fase encara podem trobar restes d’histones. E i F : A partir de la fase de 
condensació en endavant, la quantitat d’histona H2A en el nucli és pràcticament nul·la. 
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Controls per a la interpretació de la immunoreactivitat de l’anticòs de la histona 
H2A en els estudis de microscopia electrònica
 
 L’antiserum contra el precursor de la protamina i contra la histona H2A han 
estat generats a partir de conills, i per tant són dos anticossos policlonals contra conill. 
Per això en ambdós casos hem utilitzat el mateix anticòs secundari (Goat anti-rabbit) 
conjugat amb la partícula d’or per detectar la unió de l’anticòs primari. Així els controls 
negatius presentats per al precursor de la protamina on només tractem el teixit amb 
l’anticòs secundari, són també vàlids per a la interpretació del marcatge de la histona 
H2A.  
 En aquest apartat simplement presentem alguns imatges addicionals a les ja 
mencionades per insistir sobretot en les fases de remodelació de la cromatina, que és 
on la presència de la histona H2A és més crítica. 
 La figura IV.43 presenta quatre imatges corresponents a les fases de 
remodelació de la cromatina. Com es pot veure en la figura, tant en la cromatina de 
tipus somàtic (A), fibres primes (B) i fibres gruixudes (C) el marcatge inespecífic de 
l’anticòs secundari és inexistent, no és fins a l’etapa de condensació (D) que 
s’observen algunes unions inespecífiques degut a la progressiva electrodensificació 
de les fibres de cromatina.  
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Fig.IV.43: Imatges addicionals dels controls negatius per a l’estudi de la 
desaparició de la histones H2A del nucli. A: detall d’un nucli espermàtic amb 
cromatina de tipus somàtic on la unió inespecífica és inexistent, en les fibres primes 
(B) i gruixudes (C), tampoc hi ha marcatge inespecífic. Quan les fibres de cromatina 
comencen a condensar-se (D) hi ha algunes unions inespecífiques degut a l’increment 
de l’electrodensitat de les fibres. Considerem aquest marcatge com a background. 
Nota: Totes les imatges de la figura estan al mateix augment. (50.000X) 
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Gràfic-resum de la desaparició de la histona H2A del nucli espermàtic de S.officinalis
 
 Al igual que hem fet amb el precursor de la protamina, en la figura IV.44  
presentem un gràfic amb  una valoració quantitativa del marcatge obtingut en els 
experiments acabats d’exposar de microscopia electrònica.  
 
Les observacions fetes en quan a la dificultat de quantificar el marcatge de 
l’anticòs per al precursor de la protamina són també igual aplicables per al comptatge 
fet aquí per a la histona H2A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.IV.44: Resum de la quantificació de les histones en decurs de 
l’espermiogènesi de S. officinalis. En les dues primeres fases de espermiogènesi 
(cromatina de tipus somàtic i granular) les histones es mantenen en el nucli, és en la 
fase de fibres primes que s’ha desplaçat un 27% de les histones inicials i en les fibres 
gruixudes s’han perdut aproximadament 65% de les histones del nucli. En les fases de 
condensació de les fibres ja s’ha perdut la totalitat de les histones en el nucli. 
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 En l’espermiogènesi partim de les espermàtides rodones amb cromatina de 
tipus somàtic, on la dotació d’histones (en aquest cas comptatge de l’H2A) és 
consideren el 100%. En la següent fase, la cromatina homogènia granular, manté 
encara la totalitat de les histones, i la cromatina  molt possiblement es troba 
organitzada en nucleosomes. En el moment que els grànuls es remodelen per 
esdevenir fibres fines, hi ha una pèrdua evident de la quantitat d’histones en el nucli 
quedant un 73 % aprox. de les histones inicials. Les fibres de 40nm-45nm presenten 
encara restes significatives de les histones (35% aprox.). Aquestes dades impliquen 
que en la fase que la cromatina es troba organitzada en fibres  (primes i gruixudes) hi 
ha una coexistència entre el precursor de la protamina i les histones en el nucli; 
aprofundirem més sobre aquesta qüestió en l’apartat de Discussió d’aquest treball. En 
les últimes etapes de condensació de la cromatina les histones ja han estat 
completament desplaçades del nucli. 
 
IV.1.2b.4.3.4) Microscopia òptica: immunofluorescència del precursor de la protamina i 
la histona H2A
Precursor de la protamina
 Es van fer també immunolocalitzacions dels anti-sèrums amb el microscopi 
òptic confocal (veure material i mètodes apt. III.3.13.2), d’aquesta manera hem pogut 
obtenir una visió més global de la localització de les proteïnes dins el túbul seminífer. 
La figura IV.45 mostra la localització del precursor de la protamina en un túbul 
seminífer de la gònada de Sepia. Els nuclis espermàtics estan contrastats amb el 
fluorocrom TOPRO-3 (Molecular Proves) de color blau, i el precursor de la protamina 
amb l’anticòs secundari Alexa Fluor 488 (Molecular Proves) que emet fluorescència 
verda. El marcatge obtingut per al precursor de la protamina és nítid i intens, en la 
figura III.45A hi ha una visió panoràmica del túbul on es veu molt clarament que la 
molècula precursora es localitza només a partir d’una posició intermitja i en la llum del 
túbul. Aquesta imatge també reafirma dos fets addicionals: en primer lloc, que el 
precursor de la protamina es troba només en fases relativament avançades de 
l’espermiogènesi (espermàtides en elongació i elongades) i que aquestes representen 
una fracció minoritària respecte la resta de cèl·lules espermatogèniques, fet que 
recolza que en els estudis electroforètics observem la presència del precursor només 
en gònades amb un cert grau de maduresa. En segon lloc, recolza el que hem vist en 
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Fig. IV.45: Localització del precursor de la protamina en el túbul seminífer per 
immunofluorescència A: Imatge panoràmica (20X) del testicle de Sepia. El marcatge 
del precursor es troba només en la part centre del túbul seminífer. B: Detall (40X) de 
la zona de marcatge del precursor; només les espermàtides en elongació i elongades 
presenten marcatge. Nota: Les espermàtides avançades que no es troben marcades 
és degut a què no estan en el mateix pla que  la resta. 
 
les immunolocalitzacions de microscopia electrònica que l’entrada del precursor en el 
nucli té lloc de manera massiva i puntual ja que els nuclis espermàtics o bé presenten 
marcatge o bé no en presenten, sense haver-hi terme mig. La figura IV.45B és una 
ampliació de la zona de la llum del túbul on es veu que el marcatge per al precursor es 
troba només en els nuclis petits i més compactats i en els nuclis en elongació. En les 
observacions d’ultraestructura realitzades en l’apartat b.1) hem vist que les 
espermàtides rodones presenten la cromatina organitzada en grànuls, i que la 
remodelació de grànuls a fibres es dóna en espermàtides que es troben en elongació. 
Sembla doncs, que l’entrada del precursor de la protamina en el nucli està relacionat 
amb el pas de cromatina granular a cromatina fibril·lar. 
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Fig.IV.46: Localització de la histona H2A en el testicle de S.officinalis. 
En la imatge (20X) el marcatge per a la histona H2A es troba en la majoria de tipus 
cel·lulars espermatogènics, no és fins la fase de condensació de la cromatina (centre 
del túbul) que en el nucli han desaparegut les histones per complet.  
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 Al igual que el precursor, vàrem també localitzar la histona H2A en un tall 
histològic del testicle de Sepia. La figura IV.46, mostra el resultat: el nuclis estan 
marcats amb TOPRO-3 (blau) i la histona H2A es va localitzar també amb l’anticòs 
secundari Alexa Fluor 488 que emet fluorescència verda. En la imatge es veu 
clarament que els nuclis més grans i més pròxims a la paret epitelial del túbul, 
corresponents a les espermàtides i espermatogònies presentem marcatge per a la 
histona H2A. Aquest marcatge és el control positiu amb la intensitat màxima de 
fluorescència. Gradualment, i a mesura que avancem cap a la llum de túbul la 
intensitat va disminuint fins que el nucli de les espermàtides que es troben en el centre 
del túbul (que es corresponen a les espermàtides més avançades), no presenten 
marcatge (el nucli només emet fluorescència blava). En la imatge, queda reflectit el fet 
que les histones són un component majoritari en les cèl·lules espermatogèniques del 
testicle, i que en consonància amb el que reflecteix el gràfic de la figura IV.44, les 
histones desapareixen de manera gradual del nucli espermiogènic i no ho fan per 
complet fins que l’espermàtida es troba en fase de condensació (fracció minoritària en 
el túbul seminífer). És lògic per tant, que el marcatge de la histona H2A en el testicle a 
nivell de microscopia òptica presenti un aspecte relativament homogeni. 
 
Fig.IV.47 : Representació gràfica de la desaparició de la histona H2A i aparició 
del precursor de la protamina en el nucli de les diferents cèl·lules 
espermiogèniques de Sepia officinalis. 
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 En la figura IV.47, per tal d’analitzar l’evolució en la composició proteica dels 
diferents estadis de la cromatina espermiogènica, hi ha representades en un sol gràfic 
les dades obtingudes per al marcatge del precursor de la protamina i la histona H2.  
 
En el gràfic, queda reflectit que en primer lloc que el pas de cromatina de tipus 
somàtic a grànuls de 18nm, ha de respondre a un procés diferent a la pèrdua 
d’histones o entrada del precursor en el nucli, ja que cap d’aquests dos paràmetres 
varien en aquest pas. Aquest aspecte no l’analitzarem en aquest treball, però podriem 
atribuïr la reorganització de la cromatina en grànuls homogenis a modificacions post-
transcripcionals de les histones (metilacions, acetilacions, fosforilacions etc…) i/o 
desaparició de proteïnes no histones del nucli, com podrien ser les de tipus HMGs 
(High Mobility Group).  
 
També indica que l’entrada del precusor dins el nucli (gràfic blau), té lloc de 
manera massiva i ho fa en la transició de cromatina granular a fibres de 25-30nm. Per 
altra banda, la desaparició de la histona H2A (gràfic vermell), no és tant sobtada sinó 
que disminueix primer un 30% aproximadament en el pas de grànuls a fibres de 25-
30nm i després en les fibres de 35-45nm disminueix un 40% més. Les fibres de 25-
30nm representen un estadi en la condensació de la cromatina espermiogènica de 
S.officinalis interessant, ja que la seva estructura ha de respondre a una coexistència 
significativa per una banda del precursor de la protamina i per l’altra de les histones en 
el nucli. Podem assumir doncs, que les fibres de 25-30nm de l’espermiogènesi de S.
officinalis responen a un equilibri de la següent equació: 
Pp + DNA-Hist.          Pp-DNA-Hist.                 Pp-DNA + Hist., 
on Pp indica Precursor de la protamina.  
 
En les fibres de 35-45nm, hi ha ja la totalitat del precursor de la protamina i 
menys histones en el nucli; l’estructura d’aquestes fibres responen doncs a l’equació 
proposada desplaçada (cada vegada més) cap a la dreta, on l’ADN es troba 
interaccionant sobretot amb el precursor de la protamina i les poques histones que 
queden en el nucli aviat seran desplaçades.   
 
 A partir de l’etapa de condensació de les fibres, les histones han desaparegut 
per complet del nucli, i les úniques proteïnes que interaccionen amb l’ADN són el 
precursor de la protamina i la protamina madura. Els únics canvis que tenen lloc en 
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 aquestes fases han de respondre a la transformació del precursor a protamina 
madura i/o desfosforilació de la mateixa, donant lloc a la cromatina compacta de 
l’espermatozoide madur.  
Resum del significat dels resultats obtinguts en aquest apartat IV.1.2b.4).
 
 Durant l’espermiogènesi de Sepia officinalis les histones somàtiques presents 
en les espermàtides primerenques són directament substituïdes per la molècula 
precursora de la protamina (T1 i T2), sense la presència de cap variant d’histona 
específica de la gònada ni cap proteïna de transició. La molècula precursora de la 
protamina és més endavant reemplaçada a través d’una delació de la part amino-
terminal de la molècula, per la forma madura de la protamina (Sp1 i Sp2).  
 
 En la gònada de S. officinalis les espermàtides elongades en cap moment de la 
maduració gonadal superen el 12% de les cèl·lules espermiogèniques del túbul 
seminífer, és per això que en els estudis electroforètics veiem que la gran majoria de 
la protamina gonadal es troba en forma de precursor. Aquests dos fets indiquen que 
l’espermatozoide gonadal un cop madur (quan ja conté la protamina), es desplaça 
ràpidament cap al conducte deferent i epidídim.  
 
 La primera remodelació de la cromatina de tipus somàtic a granular no és 
deguda a la pèrdua d’histones del nucli ni tampoc a la presència del precursor de la 
protamina, aquesta primera transició molt possiblement és deguda a la pèrdua de 
proteïnes que constitueixen la heterocromatina i/o a modificacions post-
transcripcionals de les histones presents en el nucli. La segona remodelació (de 
grànuls a fibres de 25-30nm) és deguda a l’entrada massiva del precursor de la 
protamina i a la interacció entre les histones que encara es troben en el nucli. La 
següent remodelació de la cromatina (de fibres de 25-30nm a fibres de 40-45nm), 
respon a la pèrdua del 65% de les histones i a la presència de la totalitat del precursor 
de la protamina dins el nucli. En la fase de condensació, desapareixen les histones i 
les fibres gruixudes s’aglutinen entre elles per formar agregats de cromatina 
compactada cada vegada més grans. Els canvis que es donen en aquesta etapa, han 
de respondre a modificacions post-transcripcionals del precursor de la protamina i 
protamina, com és la delació de la part precursora i la desfosforilació de la protamina 
madura. La figura IV.48 resumeix tot el que hem vist fins al moment en aquests 
apartat de condensació de la cromatina espermiogènica en el nucli de Sepia
officinalis. 
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Fig.IV.48: Figura-resum que esquematitza els 
resultats obtinguts en Sepia officinalis 
Inicialment, la cromatina de tipus somàtic de 
l’espermàtida rodona (A) conté en el nucli la 
totalitat de les histones i també proteïnes que no 
són histones com ara les proteïnes de la 
heterocromatina etc. En la primera remodelació 
de la cromatina (B) de tipus somàtic a grànuls, es 
mantenen totes les histones en el nucli. L’entrada 
del precursor de la protamina en el nucli es troba 
directament relacionada amb la segona 
remodelació de la cromatina on passa de grànuls 
a fibres de 25-30nm de gruix.(C). Aquestes fibres 
són molt interessant perquè són el resultat de la 
coexistència de les histones i el precursor de la 
protamina. En les fibres gruixudes (40-45nm) (D) 
principalment és el precursor de la protamina qui 
interacciona and el DNA i algunes histones 
remanents. En la fases de condensació (E) on les 
fibres en fusionen entre elles hi trobem el 
precursor de la protamina i protamina madura, i 
finalment en l’espermatozoide madur, (F) on la 
cromatina ja es troba condensada al màxim la 
protamina és la única proteïna que interacciona 
amb la cromatina. 
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IV.2.- Octopus vulgaris 
 
IV.2.!.-Plantejament 
 
 La primera part dels resultats d’aquesta memòria, l’hem dedicat a l’estudi de la 
nucleomorfogènesi, condensació i composició proteica de la cromatina de 
l’espermatozoide del cefalòpode Decàpode Sepia officinalis. En quan a la 
nucleomorfogènesi, hem vist que la forma que adopta el nucli de l’espermatozoide de 
S. officinalis, és el resultat d’una compressió lateral; aquesta compressió, en Sepia és 
deguda a la posició dels microtúbuls perinuclears que condicionen la condensació i 
distribució de la cromatina condensant establint en el nucli una zona més rígida: el 
dors, i una zona ventral menys rígida. De fet, la morfologia final que adopta el nucli, és 
el resultat del reclutament de la zona ventral cap a la zona dorsal. 
 
El següent pas a estudiar ha estat veure si aquestes característiques descrites 
en Sepia també es compleixen en d’altres cefalòpodes, i per això ens decidírem a 
estudiar l’espermiogènesi d’Octopus vulgaris i comparar-la amb la de Sepia officinalis. 
 
L’Octopus vulgaris (pop comú) és un cefalòpode que correspon a l’ordre dels 
Octopòdes  (Octopoda). L’espermiogènesi d’Octopus vulgaris ha estat primer 
estudiada per varis autors (Franzén, 1956,1967,1970); Galangau i Tuzet (1968a,b); 
Galangau (1969); Martin et al.(1970); Healy (1989); Koehler ( 1970); Leik (1970); 
Longo i Anderson (1970).  
 
 Franzén (1956, 1967) descriu l’espermiogènesi d’Octopus vulgaris a nivell de 
microscopia òptica: en aquest treball, descriu les espermàtides tempranes com a 
cèl·lules amb citoplasma i nucli rodó que presenten un complex de Golgi   
 
Aquests estudis morfològics de l’espermatozoide dels diferents grups de 
Cefalòpodes també inclouen l’objectiu de dur a terme anàlisis comparatius i evolutius 
entre les diferents espècies d’aquest grup. Franzén (1967) que és un dels autors que 
ha realitzat més treballs sobre l’espermatogènesi dels cefalòpodes, ja va llençar la 
idea de que l’espermatozoide dels Decàpodes (sèpies i calamars) ha derivat 
evolutivament cap a l’espermatozoide de l’Octòpode O. Vulgaris. Aquesta hipòtesi, es  
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basa en el fet de que en les seves observacions Franzén va veure que els primers 
estadis de l’espermiogènesi de l’Octòpode corresponen a l’espermiogènesi completa 
dels Decàpodes; indicant que l’espermiogènesi completa de l’O. Vulgaris podria ser el 
resultat d’afegir passos addicionals a l’espermiogènesi dels Decàpodes.  
 
Amb aquests antecedents, en aquest apartat ens hem dedicat a estudiar amb 
profunditat l’espermiogènesi del Cefalòpode Octòpode Octopus vulgaris  centrant-nos 
també en el procés de condensació de la cromatina i la nucleomorfogènesi 
espermàtica, amb l’objectiu de poder comparar-la després amb la de Sepia officinalis. 
En la segona part d’aquest apartat, també fem experiments amb el nucli espermàtic 
per tal de caracteritzar algunes propietats de l’espermatozoide d’Octopus vulgaris. 
 
IV.2.2.- El nucli en l’espermiogènesi d’Octopus vulgaris. 
 
IV.2.2a. Microscopia electrònica 
 L’espermàtida primerenca, és la cèl·lula haploide que prové de la divisió 
meiòtica de l’espermatòcit secundari; és la cèl·lula que inicia el procés de 
l’espermiogènesi, per acabar esdevenint l’espermatozoide madur. 
 
 En la figura IV.49A s’hi mostra una espermàtida temprana d’Octopus vulgaris. 
És una cèl·lula al igual que l’espermàtida de Sepia, de nucli i citoplasma arrodonits 
amb un diàmetre aproximat de 4 micres, que també presenta una cromatina d’aspecte 
similar a la somàtica, on la heterocromatina (ht) d’aspecte més electrodens, es troba 
distribuïda principalment a la perifèria nuclear. En la mateixa imatge, es pot veure 
encara dins el nucli restes del nucleol (N) que al llarg d’aquestes primeres etapes de 
l’espermiogènesi, desapareixerà. 
 
 En O. vulgaris, similar al que hem vist en l’espermiogènesi de S.officinalis i al 
igual que la gran majoria d’espermiogènesi de les espècies animals, un dels primers 
passos que experimenta l’espermàtida primerenca, és l’establiment de la vesícula 
proacrosòmica en el que serà l’àpex de l’espermatozoide i l’acumulació de mitocondris 
a la zona de la base on també hi té lloc l’inici de la formació de la invaginació, a partir 
de la qual s’originarà el flagell. D’aquesta manera, la cèl·lula espermàtica queda 
polaritzada i estableix un eix que va des de l’acrosoma als centríols. 
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 En l’espermàtida de la figura IV.49A, la vesícula proacrosòmica (pa) procedent 
de material aportat per a l’aparell de Golgi, ha entrat en contacte amb el nucli per la 
zona de l’àpex de la cèl·lula, alhora que els mitocondris (m), es van disposant 
agrupats a la base de l’espermàtida. En O. vulgaris, a diferència del que hem descrit 
en S. officinalis, l’acrosoma és un orgànul més elaborat que presenta un aspecte més 
electrodens, i com veurem més endavant, una organització interna estructurada. 
Alhora també l’aparell de Golgi en Octopus és molt més evident que en Sepia (on és 
poc aparent i, i les vesícules que aporta a l’acrosoma són molt poc electrodenses Fig. 
IV.7)). En la mateixa figura IV.49A, es mostra un detall de l’acrosoma en un estadi una 
mica posterior (Fig.IV.49A.1), on s’aprecia molt bé l’aparell de Golgi (G) aportant 
material a la vesícula proacrosòmica que ja presenta unaspecte més electrodens. 
L’aparell de Golgi i l’acrosoma, en Octopus ( i també en en l’Octòpode Eledone, Ribes, 
et al.2002) han sofert un increment en complexitat respecte la Sepia; possiblement, en 
el pas evolutiu Decàpodes         Octòpodes, aquestes estructures cel·lulars han 
evolucionat cap a formes més complexes i elaborades.  
 
 La figura IV.49B mostra l’inici de la formació de la fossa d’implantació que té 
lloc a la base de l’espermàtida. Dins aquesta invaginació s’hi troben els centríols a 
partir dels quals s’originarà el flagell. En O.vulgaris, la invaginació penetra molt 
profundament en el nucli de l’espermàtida i conté un material desconegut (Healy., 
1989; Fields and Thompson, 1986). 
 
En la mateixa figura IV.49B es pot apreciar també que per la base s’hi troben 
els mitocondris (m) i fibres de microtúbuls (mt) que agafen la zona de la membrana 
que forma part de la invaginació i segueixen rodejant el nucli adjacents a la membrana 
nuclear externa. (fletxes). 
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Fig.IV.49: Polarització de l’espermàtida inicial temprana d’O. Vulgaris. A: La 
vesícula proacrosòmica (pa) estableix contacte amb el nucli per l’àpex i els 
mitocondris (m) es van disposant en la base. L’espermàtida presenta un nucli rodó 
amb la cromatina de tipus somàtic i podem diferenciar la heterocromatina (ht) de la 
eucromatina (eu). La heterocromatina es troba principalment a la perifèria nuclear. En 
la imatge també hi ha encara la presència del nucleol (N) en el nucli que gradualment 
s’anirà degradant. A.1: Detall d’un estadi una mica posterior en la formació de la 
vesícula proacrosòmica. El proacrosoma en O.vulgaris, és més elaborat que en Sepia 
i presenta un aspecte més electrodens. L’aparell de Golgi (G) segueix aportant el 
material que acabarà formant l’acrosoma. En la zona de contacte entre la membrana 
nuclear i l’acrosoma en primer lloc, la bicapa lipídica s’electrodensifica, i en segon lloc, 
la cromatina es troba ancorada a la membrana i presenta un aspecte 
granulofibril·lar.(***) Anomenem a aquesta zona de la membrana nuclear 
electrodensificada Lamina densa B: Per la base, s’inicia la formació de la invaginació. 
El nucli, arrodonit, presenta una cromatina més homogènia acumulada principalment a 
la perifèria nuclear i a la porció membrana que forma part de la invaginació. A la base 
de l’espermàtida, hi ha també la presència de microtúbuls (mt) que engloben la part de 
membrana que forma la invaginació i segueixen rodejant el nucli adjacents a 
l’embolcall nuclear (fletxes). A la base, la membrana que forma la invaginació també 
s’electrofdensifica (***), anomenem també a aquesta zona de l’embolcall Lamina
densa.  
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 La invaginació de la membrana nuclear per la base provoca una 
electrodensificació de les membranes de l’embolcall (**) i alhora una aglutinació de la 
cromatina en aquesta zona basal. (Veure figura IV.49B). En la zona de l’àpex, també 
la porció de l’embolcall nuclear que es troba en contacte amb l’acrosoma, es troba 
electrodensificada, (**) (Fig. IV49A.1), i la cromatina en contacte amb aquesta 
membrana electrodensificada s’hi troba ancorada, i comença a adoptar un aspecte 
fibrogranular.  
 
En aquestes fases inicials, anomenem a aquesta membrana de l’àpex i de la 
base electrodensificada, Lamina densa. En l’espermiogènesi d’O.vulgaris, com 
veurem a continuació, la Làmina densa és una estructura de gran importància per a la 
condensació i organització de la cromatina dins el nucli.  
La figura IV.50 mostra dues ampliacions de l’àpex (A) i la base (B) en aquest 
mateix estadi on es pot veure amb detall el contacte entre l’acrosoma i nucli, i l’inici de 
la formació de la invaginació nuclear. En IV.50A, que es correspon a una ampliació de 
la fig.IV..., es pot veure com la membrana nuclear presenta una electrodensificació 
només en la zona que està en contacte amb l’acrosoma.(fletxes), i que la cromatina, 
en aquesta part de membrana electrodensa, comença a presentar una aspecte 
granulofibril·lar. També es comença a veure que la cromatina granulofibril·lar es troba 
ancorada a la membrana(**). Per la zona de la base (IV.50B), es pot veure també el 
mateix fenomen: la membrana del nucli està electrodensificada (zona compresa entre 
fletxes) i és només en aquestes porcions més electrodenses, on la cromatina 
comença a adoptar una aspecte granulofibril.lar i s’hi troba ancorada (**). 
 
Curiosament, la membrana no es troba electrodensificada en tota la 
invaginació, sinó que només s’electrodensifica la part que es troba compresa entre les 
fletxes, i la cromatina granulofibril.lar només s’ancora en aquestes zones 
electrodensificades. En aquestes fases inicials de l’espermiogènesi anomenarem a 
partir d’ara a aquestes zones de la membrana nuclear electrodensificades Lamina
densa. 
Addicionalment en aquesta zona de la base podem veure els microtúbuls (mt), 
que avarquen tota la invaginació i segueixen en direcció a l’àpex sempre adjacents a 
la membrana nuclear. 
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Fig.IV.50: Formació de la Làmina densa de l’àpex i la base en l’espermàtida 
temprana. A: Detall de la zona de contacte entre vesícula proacrosòmica i la 
membrana nuclear. La porció de l’embolcall que es troba en contacte amb el 
proacrosoma es troba fusionat i electrodensificat (fletxes), i la cromatina en aquesta 
zona presenta un aspecte fibrogranular i es troba ancorada a la membrana 
electrodensificada.(**) B: Ampliació de l’inici de la formació de la invaginació a la base 
de l’espermàtida. Al igual que en la zona de l’àpex, en la base, la membrana nuclear 
que forma part de la invaginació, s’electrodensifica (zona compresa entre fletxes) i 
també en aquesta porció electrodensificada, la cromatina granulofibril.lar s’hi ancora 
(***). Microtúbuls (mt). 
 
 
La propera fase en la condensació de la cromatina espermiogènica 
d’O.vulgaris consisteix en l’inici de la organització de la cromatina en fibres de 20nm. 
la Fig. IV.51 mostra una espermàtida en aquest moment. Respecte la fase anterior, el 
nucli inicia un procés d’elongació important seguint l’eix acrosoma-centríols, i tant 
l’acrosoma com la invaginació presenten un aspecte també més avançat: l’acrosoma 
electrodens i d’aspecte granulós és més gran i comença també a elongar-se; la 
invaginació ja ha penetrat força dins el nucli de l’espermàtida i en el seu interior es pot 
observar aquest material semi-electrodens que conté (X). 
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Fig.IV.51: Inici de la condensació de la cromatina en fibres de 18-20nm. El nucli 
de l’espermàtida ha iniciat un procés  important d’elongació, i alhora la cromatina 
comença a condensar-se en fibres de 18 a 20nm de gruix. En aquest estadi 
l’electrodensificació i ancoratge de les fibres de cromatina a la Lamina densa (Ld) és 
més evident. La resta de la cromatina es troba encara principalment ancorada a la 
perifèria nuclear. La invaginació (inv) i el proacrosoma (pa) també es troben en un 
estadi més avançat. El proacrosoma (pa), presenta un aspecte més electrodens i 
granular, i també ha iniciat un procés d’elongació. En Octopus, els punts d’inici de la 
condensació de la cromatina en fibres, és la Làmina densa de l’àpex i de la base de 
l’espermàtida, on aquestes hi queden ancorades.  
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 En quan a la cromatina, en la figura IV.51 es pot veure com l’inici de la 
condensació en fibres de 20nm té lloc en els pols apical i basal de la cèl·lula, partint 
de la Lamina densa, i la remodelació progressa cap al centre del nucli. La resta de la 
cromatina es troba encara a la perifèria nuclear i també a la perifèria de la invaginació.  
 
Aquestes fibres de cromatina de 20nm d’Octopus, presenten un cert grau de 
similitud també amb les primeres fibres de cromatina que hem definit en la Sepia de 
25nm+/-4nm; en Octopus però a diferència del que hem vist en el Decàpode, l’inici de 
la remodelació de les fibres té lloc en els pols de la cèl·lula i en conseqüència, la 
remodelació de la cromatina no es dóna de manera homogènia i uniforme dins el 
nucli, fet que ens podria fer pensar que la composició proteica en el nucli espermàtic 
d’Octopus en aquesta fase no és homogènia.  
 
La següent imatge presenta dues ampliacions de la zona de la Lamina densa 
per veure millor l’inici de la condensació de la cromatina. En la Fig. IV.52A, es pot 
veure molt clarament com en la zona de la base les membranes de l’embolcall nuclear 
es troben fusionades i la Lamina densa es troba ara més clarament electrodensificada 
(fletxes) i que és precisament en aquesta porció de membrana electrodensa on les 
fibres de cromatina s’hi troben ancorades .(**). 
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Fig.IV.52 (pàgina anterior): Detalls de l’inici de la condensació de la cromatina en 
Octopus vulgaris. A: Lamina densa de la base de l’espermàtida. Les fibres de 
cromatina es troben ancorades exclusivament en la zona de la Lamina densa . 
Invaginació (inv) ; també es poden veure els microtúbuls (mt) que es troben rodejant el 
nucli. B: Lamina densa de l’àpex. Per l’àpex es pot veure el mateix fenomen: la bicapa 
lipídica de l’embolcall nuclear es troba fusionada i electrodensificada, i al igual que en 
la base, és només en aquestes zones on la cromatina s’hi ancora i comença a 
organitzar-se en fibres de 20nm. A banda de les fibres, també veiem com l’acrosoma 
comença també a elongar-se i a organitzar la seva estructura interna en làmines 
(fletxes). 
 
 
La Fig. IV.52B, és un detall de l’àpex i s’observa també molt bé que la zona de 
la membrana del nucli que es troba en contacte amb l’acrosoma es troba fusionada i 
clarament electrodensificada (fletxes). En quan a la cromatina, com a la zona de la 
base, es comença a organitzar en fibres primes de 20nm que s’ancoren a la Lamina
densa (**). Addicionalment, l’acrosoma comença a organitzar la seva estructura 
interna en làmines (fletxes blanques) des de la zona que es troba en contacte amb la 
Lamina densa cap al centre de l’acrosoma. És a dir, la organització de la cromatina en 
fibres, i la organització interna de l’acrosoma en làmines progressen en direccions 
oposades compartint una mateixa zona de contacte: la Làmina densa . Addicionalment 
a aquest fet, aquesta zona de contacte establerta entre el nucli i l’acrosoma durant 
aquestes primeres fases, determina el diàmetre apical del nucli de l’espermatozoide 
madur d’O. vulgaris. (Fig. IV.62B). 
 
Més endavant en l’espermiogènesi (Fig. IV.53) la cromatina segueix la seva 
condensació, alhora que el nucli es va elongant, la condensació de la cromatina en 
fibres de 18-20nm, tal i com es veu clarament en la figura, es produeix a partir dels 
pols de l’espermàtida i progressa gradualment cap al centre on la cromatina encara no 
es troba compactada  
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Fig.IV.53: Organització de la cromatina en fibres i elongació del nucli de 
l’espermàtida. Les fibres de cromatina progressen des dels pols de l’espermàtida cap 
al centre del nucli on la cromatina encara no es troba organitzada en fibres, alhora, el 
nucli es va elongant.  
 
La organització de la cromatina en fibres fines progressa i tal i com es mostra 
en la figura anterior, el nucli de l’espermàtida presenta un aspecte molt dinàmic on les 
fibres segueixen avançant des de les zones apical i basal cap al centre del nucli de 
l’espermàtida. El nucli, alhora que organitza el genoma en fibres, continua elongant-se 
i presenta ara una forma més estreta i allargada. La figura IV.54 mostra vàries imatges 
a diferents nivells d’una espermàtida que està en aquesta fase de progressió de les 
fibres de cromatina des del pols de la cèl·lula. La Fig IV.54A, mostra una secció 
longitudinal d’una espermàtida i es pot veure com la invaginació penetra en el nucli, i  
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l’aspecte del material (X) que conté. També s’aprecia la progressió de les fibres de 
cromatina cap al centre del nucli. La Fig.IV.54B, on es mostra una ampliació de la 
zona de la invaginació, és interessant veure en primer lloc la electrodensificació 
evident de la Làmina densa en comparació amb la membrana de la perifèria del nucli, i 
en segon lloc, que la zona d’ancoratge de les fibres de cromatina segueix sent la 
indicada anteriorment en la Fig IV.50B, i que aquí es troba delimitada de nou per les 
fletxes en la imatge. La figura IV.54C representa un tall transversal fet a nivell d’ ”a” en 
la Fig. IV.54A on es pot veure el material electrodens de la invaginació i una cromatina 
que encara no es troba organitzada en granuls, mentre que si fem una secció a nivell 
de “b” de la Fig.IV.54A, es pot veure com la cromatina fibril.lar es troba ancorada a la 
zona d’unió amb la Lamina densa (fletxes) i la progressió en la condensació de la 
cromatina a partir d’aquest punt.  
 
Alhora que el nucli progressa en la seva elongació (Fig.IV.55A), les fibres de 
cromatina adopten una estructura fibro/tubular on les fibres de 20nm inicials 
esdevenen fibres/túbuls de 40nm aproximadament. L’inici d’aquesta remodelació de la 
cromatina es pot veure clarament en la secció transversal de la Fig.IV.55C, on les 
fibres de cromatina presenten un aspecte fibro/tubular sense cap ordre ni orientació 
preferent. L’espermàtida de la figura IV.55A presenta tota la seva cromatina 
organitzada en fibres/túbuls de 40nm, però la disposició d’aquesta cromatina dins el 
nucli no és la mateixa en les diferents zones del nucli: Per la zona de l’àpex, aquesta 
cromatina segueix estant ancorada de manera exclusiva a la Làmina densa, (Fig. 
IV.55B) i tal i com mostra la figura, és només a partir d’aquesta zona d’unió a la 
membrana, que les fibres de cromatina comencen a disposar-se en paral·lel al que 
està sent l’eix d’elongació de la cèl·lula (Fig.IV.55B); en la zona central del nucli en 
canvi, les fibres/túbuls no es troben disposades en paral·lel a l’eix d’elongació, (secció 
de la Fig.IV.55C) sinó que es troben desorganitzades. 
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Fig.IV.54:A: Secció longitudinal d’una espermàtida en elongació on es pot veure com 
les fibres de cromatina de 18-20nm progressen des de la base cap al centre del nucli. 
Invaginació (inv); Làmina densa (Ld) B: Detall de la formació de la invaginació. Les 
fibres de cromatina es troben ancorades només a la primera porció de la membrana 
que forma part de la invaginació (regió compresa entre les fletxes). C i D: Seccions 
transversals d’un nucli similar al de la fig. III.54A, en C es correspon a una secció feta 
a nivell d' ”a” de la Fig. IIIA i en D a una secció a nivell de “b” de Fig. III.54A.En 
aquesta última secció a nivell de la base del nucli, es pot veure també la presència de 
mitocondris (m) propers a la invaginació. 
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Fig.IV.55:Inici de la organització de la cromatina en fibres/túbuls de 40nm A: 
Secció transversal d’una espermàtida amb tota la cromatina organitzada en 
fibres/túbuls. El nucli de l’espermàtida segueix en contínua elongació. Les fibres de 
cromatina comencen a disposar-se paral·lel a l’eix d’elongació de l’espermàtida, la 
disposició en paral·lel de les fibres és degut a la força d’estirament que produeix 
l’important elongació del nucli i a la forta unió de les fibres de cromatina a la Lamina
densa per l’àpex i per la base. B: Detall de la zona de l’àpex on s’aprecia l’inici de la 
disposició de les fibres de 20nm en paral·lel a l’eix d’elongació. C: Secció transversal 
a nivell d’ ”a” en la Fig. III.52A on mostra que a aquí en el nucli, en primer lloc que la 
cromatina es comença a organitzar en fibres túbuls que mesuren 40nm aprox., i en 
segon lloc que aquesta cromatina no presenta cap disposició ordenada en l’espai. 
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Fig.IV.56.A:. Espermàtida en elongació amb la cromatina organitzada en fibres/túbuls 
de 40nm aprox. disposades en paral·lel a l’eix d’elongació acrosoma centríols. A la 
zona de la base, hi ha els mitocondris (m) i fibres de microtúbuls (mt).B: Detall de la 
fossa d’implantació on demostra que les fibres de cromatina segueixen també 
ancorades de manera exclusiva a la Lamina densa (fletxes), i no pas a la membrana 
de la invaginació. C: Detall també de la zona central del nucli on es pot veure que les 
fibres es troben totes disposades paral·leles a l’eix d’elongació. Mitocondris (m); 
microtúbuls (mt). 
 
 
La Fig.IV.56A mostra un estadi una mica posterior on el nucli encara es troba 
més elongat: a mesura que progressa l’elongació del nucli aquestes fibres també de 
manera progressiva, es van disposant paral·leles a l’eix d’elongació. Les fibres de 
cromatina segueixen exclusivament ancorades a la zona de la Làmina densa basal 
(fletxes) (Fig.IV.56B) i no pas a la zona de l’embolcall nuclear que rodeja la 
invaginació. La Fig.IV.56C mostra un detall de la zona intermitja del nucli on es pot 
veure que la tota la cromatina es troba organitzada en fibres paral·leles a l’eix 
d’elongació. Aquesta disposició progressiva de les fibres /túbuls de cromatina en 
paral·lel a l’eix d’elongació, és deguda a les forces a què és sotmesa la cromatina a 
través dels punts d’ancoratge de les fibres a la Lamina densa al llarg del procés 
d’elongació. 
 
El següent estadi en la condensació de la cromatina espermiogènica 
d’O.vulgaris, consisteix en la organització en túbuls que mesuren 40nm de diàmetre 
aproximadament. Aquest estadi queda representat en la Fig.IV.57, que mostra dues 
imatges al mateix augment de la cromatina. 
 
En la imatge de la Fig.IV.57A ,mostra un tall transversal del nucli on es pot 
veure la invaginació (inv) i la Làmina densa de la base (Ld). Els túbuls de cromatina de 
40nm segueixen estant ancorats a la membrana de la Làmina densa; aquí la 
cromatina es troba completament organitzada en túbuls de 40 nm. Val la pena 
mencionar la presència de microtúbuls perinuclears (mt) que es troben al voltant del 
nucli, i que com veurem, a partir d’aquest estadi en endavant els microtúbuls 
perinuclears duen a terme una funció similar (o igual) a la que hem descrit en la Sepia. 
Addicionalment destacar també la presència de mitocondris (m) en contacte amb la 
membrana del nucli en la zona pròxima a la invaginació. 
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La Fig.IV.57B, mostra també una espermàtida en el mateix estadi però el tall 
histològic és a un nivell intermitj. Addicionalment al que hem comentat fins ara per a 
aquest estadi, es pot observar com en unes zones concretes del nucli, (asteriscs), els 
túbuls de cromatina ja comencen a organitzar-se en túbuls una mica més gruixuts de 
55-60nm, que és l’estructura que adopta la cromatina en la fase següent. 
 
 
 
 
Fig.IV.57: Organització de la cromatina espermàtica en túbuls de 40nm 
aproximadament. A: Tall transversal del nucli espermàtic d’O.vulgaris a l’alçada de la 
base. En la figura es pot veure com aquests túbuls de cromatina segueixen estant 
ancorats a la Làmina densa (asteriscs). Nota: En aquests estadis intermitjos de 
l’espermiogènesi, l’electrodensitat de la Làmina densa és superior a les fases 
anteriors. És interessant veure que en aquestes zones properes a la zona de la fossa 
d’implantació hi ha els mitocondris (m) adjacents a la membrana nuclear. També en 
aquesta etapa, es poden veure millor els microtúbuls (mt), que es troben rodejant el 
nucli espermàtic. B: Secció transversal d’un nucli espermàtic a un alçada intermitja on 
es pot veure  com la totalitat de la cromatina en el nucli es troba organitzada en fibres 
de 40nm. En la imatge es pot veure com ja en alguna zona del nucli (asteriscs) la 
cromatina comença a organitzar-se en túbuls més gruixuts. 
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Un mica més endavant en l’espermiogènesi, aquests túbuls de cromatina 
passen a organitzar-se en túbuls d’un gruix superior de 55-60nm; la Fig.IV.58 mostra 
aquestes fibres. En la Fig.IV.58A, es mostra un tall de la mateixa zona que Fig.IV.57A, 
on es pot veure que els túbuls de cromatina segueixen ancorats a la Làmina densa de 
la base. 
 
En aquest estadi avançat de l’espermiogènesi, la Làmina densa ( que en els 
inicis del procés apareixia con a una simple fusió i electrodensificació de la bicapa 
lipídica on les fibres de cromatina condensant hi quedaven clarament ancorades), es 
va fent més gruixuda a mesura que progressa l’espermiogènesi, i apareix ben definida 
com a una estructura de vàries capes. En la Fig.IV.58A es pot veure com la Làmina
densa de la base apareix més gruixuda i electrodensa, i la Fig.IV.58B mostra una 
secció longitudinal de l’àpex on es veu clarament que la Làmina densa en comparació 
amb la membrana nuclear de la perifèria, és troba ben definida i presenta un gruix i 
electrodensitat evidents. Anomenem a aquesta estructura del nucli espermàtic d 
’Octopus vulgaris, a partir d’aquest moment fins al final de l’espermiogènesi Matriu 
Nuclear Polar (MNP). 
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Fig.IV.58 (pàgina anterior): Organització de la cromatina espermiogènica en 
fibres/túbuls de 55-60nm. A: Secció transversal de la base de l’espermàtida on es 
pot veure les fibres / túbuls de 55-60nm segueixen ancorades a la Làmina densa (Ld). 
que en aquestes fases últimes de l’espermiogènesi, ja no és una simple fusió de la 
bicapa lipídica sinó que es tracta d’una estructura de vàries làmines que anomenem 
Matriu Nuclear Polar (MNP). Microtúbuls perinuclears (mt); mitocondris (m). B: Detall 
de la zona de l’àpex que mostra com també les fibres de 55-60nm es troben 
ancorades a la Matriu Nuclear Polar (MNP) Els microtúbuls (mt) es troben també 
rodejant l’acrosoma . 
 
 
Addicionalment, en aquest estadi també es veuen els microtúbuls perinuclears 
(mt) i els mitocondris (m). La Fig.IV.58B mostra també que els microtúbuls (mt) es 
troben rodejant la superfície del nucli i també de l’acrosoma. 
 
Seguidament en l’espermiogènesi d’O.vulgaris, els túbuls de cromatina 
segueixen organitzant-se en túbuls més gruixuts que mesuren des de 60-80nm o més 
de gruix; la següent figura, (Fig.IV.59) mostra quatre imatges que representen aquests 
últims estadis de la condensació de la cromatina espermiogènica. La Fig.IV.59A és un 
estadi una mica posterior a Fig.IV.58A . Els túbuls de cromatina, aquí mesuren entre 
60nm; sense deixar d’estar ancorats a la Matriu Nuclear Polar (MNP). En la 
Fig.IV.59B, els túbuls de cromatina mesuren entre 70 i 80 nm.; a partir d’aquest estadi, 
els túbuls de cromatina (alhora que el volum del nucli espermàtic es redueix degut a 
les forces que exerceixen els microtúbuls perinuclears; veure en el mateix capítol, 
apartat del microtúbuls) es fusionen i donen lloc a una cromatina més compacta i 
electrodensa, que es troba organitzada en fibres fines de 3-5nm. (Fig.IV.60C) 
 
 
Fig.IV.59: Condensació dels túbuls de cromatina. A: Secció transversal de la base 
d’una espermàtida amb la cromatina organitzada en túbuls de 60nm. Els túbuls es 
troben clarament ancorats a la MNP de la base. A la perifèria de nuclis s’hi pot 
observar la presència dels microtúbuls (mt) i mitocondris (m), que es troben en estret 
contacte amb la membrana nuclear externa. B: Organització de la cromatina en túbuls 
de 70-80nm. Els microtúbuls perinuclears (mt) es troben en contracció exercint força 
cap al centre del nucli, i les porcions de membrana que no se sotmeten aquestes 
forces de la contracció microtubular, són eliminades del nucli; d’aquesta manera es  
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redueix el volum del nucli. Observar aquí que la relació que s’estableix entre 
microtúbuls/membrana nuclear i cromatina condensant és la mateixa que la descrita 
en el model de Sepia officinalis (veure text). C: Els túbuls de cromatina alhora que es 
redueix el volum del nucli, s’aproximen i es fusionen entre ells per donar lloc a una 
cromatina compacta i electrodensa. Microtúbuls (mt). D: Espermàtida avançada, que 
presenta la cromatina condensada, la membrana nuclear presenta un aspecte circular 
i ben definit, i el volum del nucli de l’espermàtida ha sofert una reducció important. Els 
microtúbuls (mt), més agrupats entre ells, rodegen gairebé tota la perifèria nuclear. 
Mitocondris (m). 
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En el pas de la figura IV.59B a Fig.IV.59C la reducció del volum que 
experimenta el nucli és degut a les forces de contracció que els microtúbuls 
exerceixen sobre la perifèria nuclear:  
 
En la figura IV.59B els microtúbuls (mt) es troben rodejant el nucli en estret 
contacte amb la membrana; és molt interessant veure que aquí els microtúbuls 
presenten similitud en quan a la funció que duen a terme, al que hem descrit en el cas 
de la Sepia officinalis: en primer lloc es troben en contacte amb la membrana externa 
nuclear també només en aquelles zones on també la cromatina espermiogènica està 
en contacte amb la membrana interna de l’embolcall, i en segon lloc, en la figura 
també es pot apreciar com els microtúbuls es troben fent força cap al centre del nucli 
deixant porcions de membrana nuclear lliures (fletxes) que acaben sent eliminades en 
forma de vesícula i el resultat és per un cantó la reducció del volum del nucli, i per 
l’altre, l’aproximació dels túbuls de cromatina. Un aspecte que és diferent al de 
S.officinalis, és la distribució i orientació dels microtúbuls, en Octopus, no es troben 
asimètric un costat respecte l’altre, sinó que el fet que els podem veure tots en secció 
transversal en la figura, demostra que estan paral·lels a l’eix d’elongació per igual en 
els dos laterals.  
 
Més endavant en la discussió d’aquest treball, profunditzarem més en les 
similituds i diferències entre l’espermiogènesi de S.officinalis i O.vulgaris, en aquest 
punt destacar que la relació observada entre membrana nuclear/microtúbuls/ i 
cromatina condensant que hem descrit en Sepia, aquí veiem que en Octopus, aquesta 
relació també existeix. 
 
 La figura IV.59D és una secció transversal de la zona de la base d’una 
espermàtida avançada on es pot veure bé el resultat de la contracció dels microtúbuls 
perinuclears i la reducció del volum del nucli: els túbuls de cromatina s’han fusionat, i 
presenta un aspecte electrodens i compacte, que degut a l’eliminació de nucleoplasma 
sobrer, ocupa tot el volum del nucli. Els microtúbuls (mt) es troben més pròxims entre 
ells, en estret contacte amb la membrana nuclear externa rodejant la perifèria nuclear. 
Els mitocondris es troben també en estret contacte amb la membrana nuclear.  
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Fig.IV.60: Organització de la cromatina en fibres de 3-5nm de gruix. A: 
Composició de dues imatges on es pot veure la part apical de l’espermàtida; la 
cromatina es troba electrodensa i compacta organitzada en fibres de 3-5nm de gruix 
que estan disposades en paral·lel a l’eix d’elongació. Per la zona de contacte amb 
l’acrosoma es pot veure la MNP, on les fibres hi estan ancorades, i la organització 
interna de l’acrosoma en bandes electrodenses. B: Ampliació de la zona de contacte 
nucli d’espermàtida avançada/ acrosoma; aquí es veu com el contacte establert en les 
fases primeres de l’espermiogènesi entre nucli i acrosoma, determina la secció 
transversal apical del nucli de l’espermatozoide. C: Detall de la disposició en paral·lel 
de les fibres de cromatina condensades de 3-5nm 
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En aquests estadis ja molt avançats de l’espermiogènesi, el nucli presenta un 
aspecte molt estret i allargat, amb forma de vareta. La figura IV.60A, mostra la 
composició de dues imatges que mostren la part apical de l’espermàtida. En aquesta 
imatge es pot veure com el diàmetre apical de l’espermatozoide madur bé determinat 
per la zona de contacte entre l’acrosoma i la membrana nuclear, contacte que 
s’estableix en les primeres fases de espermiogènesi (Fig.IV.52B). L’acrosoma, es 
troba ja organitzat internament en una estructura de bandes repetitiva (Fig.IV.60A,B), i 
la cromatina s’organitza en fibres fines homogènies de 3-5nm de diàmetre, en una 
disposició quasi-paral·lela (Figs.IV.60A-C) a l’eix d’elongació. La Fig.IV.60B mostra un 
detall de la zona de contacte acrosoma/membrana nuclear on es pot veure amb millor 
detall la Matriu nuclear polar (MNP): la membrana de la MNP presenta vàries làmines i 
les fibres de 3-5nm s’hi troben ancorades. Un detall de l’aspecte i orientació de les 
fibres de cromatina en aquestes fases es mostra en la Fig.IV.60C on la cromatina 
correspon a un estadi una mica posterior ja que presenta un aspecte més compacte i 
les fibres fines es troben més juntes entre elles.  
 
 La següent figura IIV.61 mostra dues imatges una longitudinal (IV.61A)i l’altre 
transversal (IV.61B) de la zona de la base d’una espermatozoide gònada. On es pot 
veure la cromatina condensada i la MNP amb detall. En Fig.IV.61A, s’hi mostra una 
secció longitudinal de la zona de la invaginació de l’espermatozoide, a la zona més 
basal hi ha els mitocondris disposats a banda i banda del flagell amb una forma també 
elongada. La cromatina es troba ja molt condensada i presenta un aspecte molt 
electrodens, però en la imatge es pot apreciar com les fibres fines de cromatina es 
troben paral·leles a l’eix acrosoma/centríol. També es pot apreciar la MNP de la base 
que queda compresa entre les fletxes de la figura. En Fig.IV.61B, on es mostra una 
secció transversal a l’alçada d’ “a” de la Fig.IV.61A, es pot veure la cromatina 
condensada en secció transversal, i sobretot la MNP de la base (fletxes) que presenta 
entre 3 i 4 capes de gruix.  
 
 
 
Fig.IV.61: Presència de la MNP en l’espermatozoide gònada d’Octopus vulgaris 
(pàgina següent). A: Detall de la zona de la invaginació de l’espermatozoide . La 
cromatina presenta un aspecte molt compacte i electrodens, i per això és difícil 
discernir la MNP en la imatge entre les fletxes, però en secció transversal a nivell d’ 
“a”, (Fig. III.61B i detall en III.61B.1) es pot veure com la MNP presenta entre 3 i 4 
capes (fletxes). Mitocondris (m) 
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Fig.IV.62: A: Pèrdua dels microtúbuls perinuclears en les últimes etapes de 
l’espermiogènesi d’ O.vulgaris. B: Espermatozoide madur procedent de l’epidídim. El 
nucli de l’espermatozoide presenta una forma similar a al d’una vareta rígida; mesura 
unes 15micres de llarg aproximadament 0.6 micres d’ample. Invaginació (inv) 
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Finalment, al igual que hem vist en l‘espermiogènesi de Sepia en les últimes 
fases els microtúbuls perinuclears es desprenen del nucli i s’eliminen (Fig.IV.62A), i 
quan mirem l’epidídim (Fig.IV.62B) els espermatozoides no tenen microtúbuls. 
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IV.2.2b) Figura-resum de les estructures que adopta la cromatina en el decurs de 
l’espermiogènesi d’Octopus vulgaris. 
 
 La cromatina espermiogènica d’Octopus, presenta unes estructures i un patró 
de condensació elaborades, que com veurem en el següent apartat, respon a la 
complexitat en les proteïnes que interaccionen amb l’ADN durant el procés. A 
continuació presentem un esquema-resum de la condensació de la cromatina d’O.
vulgaris, a fi i efecte de remarcar les principals fases de remodelació de la cromatina 
en el decurs de l’espermiogènesi. 
 
 
Fig.IV.63. A: Cromatina d’una espermàtida temprana, amb hetero i eucromatina. B: 
Inici de la formació de les fibres de 20 nm (a partir de la Làmina densa dels pols apical 
i basal ) ; les fibres de 20nm adopten una estructura fibrotubular (C) i esdevenen 
fibres/túbuls de 40nm de diàmetre aproximadament. (D). A mesura que progressa  
 
 
 261
Octopus vulgaris                                             IV.RESULTATS 
 
 
l’espermiogènesi les fibres/túbuls de cromatina s’uneixen també entre elles i 
incrementen en diàmetre (60-80nm) (E), i acaben donant lloc a fibres dines de 3-5nm 
producte de la fusió de les estructures anteriors (F). Aquestes fibres últimes de 
cromatina es troben disposades en paral·lel.  
  
 
 El nucli de l’espermàtida temprana presenta també una cromatina de tipus 
somàtic, (Fig.IV.63A) on en el nucli es diferencia la heterocromatina més electrodensa, 
i la eucromatina més laxa. La primera remodelació de la cromatina té lloc a partir 
d’aquesta cromatina inicial de tipus somàtic, i dóna lloc a fibres de cromatina que 
mesuren 20nm aproximadament. (Fig.IV.63B). Aquestes fibres de cromatina són 
similars a les fibres de cromatina primeres de S.officinalis, (Fig.IV.28D); en Octopus 
però, a diferencia del que hem vist en la Sepia, la remodelació de la cromatina no es 
dóna de forma homogènia i uniforme en tot el nucli sinó que la formació de fibres de 
cromatina comença a partit dels pols de l’espermàtida  (de la Làmina densa), i 
progressa cap al centre del nucli.  
 
Progressivament, a mesura que el nucli es va elongant, les fibres de cromatina 
adopten una estructura tubular (Fig.IV.63C) i donen lloc a unes fibres/túbuls de 
cromatina que mesuren40nm de diàmetre aproximadament. (Fig.IV.63D).  
 
 Aquestes fibres/túbuls de cromatina adopten progressivament un diàmetre 
major, i mesuren entre 60-i 80nm (Fig.IV.63E). 
 
 Finalment, en les últimes fases de l’espermiogènesi les fibres/túbuls de 
cromatina es fusionen entre elles i acaben donant lloc a unes fibres de cromatina molt 
fines de 3-5nm aproximadament (Fig.IV.63F), que constitueixen la cromatina altament 
compactada de l’espermatozoide madur d’O.vulgaris. 
 
 Les fases que aquí hem anomenat de la A a la D es correspondrien a les 
“fases  de remodelació “ que hem definit per a la Sepia (Fig.IV.28), i les i E i F 
correspondrien a les “fases de condensació” .   
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IV.2.2c.) Relació entre els microtúbuls i la membrana nuclear. 
 
En Octopus, ja des de les primeres fases de l’espermiogènesi, i simultàniament 
amb la progressió de la condensació de la cromatina i nucleomorfogènesi, 
s’estableixen un conjunt complex de microtúbuls, que s’organitzen al voltant del nucli 
espermiogènic. A partir d’imatges en secció semi-longitudinal, (Fig.IV.64) es pot veure 
la presencia d’aquests microtúbuls perinuclears. En la Fig.IV.64A, on es mostra una 
espermàtida temprana que just acaba d’iniciar el procés d’elongació del nucli i la 
condensació de la cromatina en fibres de 20nm, es pot veure que el conjunt de 
microtúbuls (mt) de la perifèria del nucli es troben disposats en en una orientació 
lleugerament obliqua  a l’eix d’elongació. En l’espermàtida avançada, (Fig.IV.64B) es 
pot veure també com els microtúbuls segueixen en aquesta orientació.  
 
Aquesta disposició és diferent a la que hem descrit en S. officinallis, on la 
pròpia distribució i orientació dels microtúbuls estableixen en el nucli espermàtic un 
lateral més rígid (que nosaltres anomenem dors) i l’altre lateral que és principalment 
on es dóna la pèrdua de membrana i reducció de volum nuclear, que nosaltres 
anomenem ventre. Addicionalment, en Sepia els microtúbuls també condicionen la 
disposició i condensació de la cromatina espermiogènica en nucli, i en canvi en 
Octopus, més aviat sembla que la condensació i distribució de la cromatina 
espermiogènica es troba mediada per la unió de les fibres de DNA a la Matriu Nuclear 
Polar. 
 
Malgrat les diferències entre S.officinalis i O.vulgaris en la orientació (i funció) 
dels microtúbuls perinuclears, la relació que hem observat en Sepia entre els 
microtúbuls i la membrana nuclear i microtúbuls i cromatina en condensació, també es 
dóna en l’espermiogènesi d’Octopus: durant l’etapa d’eliminació de nucleoplasma 
sobrer i reducció del volum del nucli espermàtic (que queda representada en la figura 
IV.59) els microtúbuls ((mt) Fig.IV.59B) es troben fent força cap al centre del nucli i 
estan en contacte amb la membrana nuclear externa només en aquelles zones on la 
cromatina també es troba adjacent a la membrana nuclear interna. És a dir, al igual 
que passa en la Sepia, les zones de contacte entre l’embolcall nuclear i cromatina i 
embolcall nuclear i microtúbuls són les mateixes. La resta de la membrana nuclear, i 
com a conseqüència de la constricció provocada per als microtúbuls, és també  
 
 
 
 263
Octopus vulgaris                                             IV.RESULTATS 
 
 
eliminada i en conseqüència es redueix el volum nuclear i es condensa més la 
cromatina espermiogènica (Fig.IV.59C). En Octopus, degut a què els microtúbuls es 
troben tot al llarg de la perifèria nuclear oblicus per igual, l’eliminació de nucleoplasma 
té lloc també per igual en les diferents zones de la perifèria nuclear. 
 
 Tant en Octopus com en Sepia, entre els microtúbuls i la cromatina 
espermiogènica, és com si marquessin unes zones de la membrana nuclear;  i 
aquelles zones de la membrana que no es troben marcades són les que seran 
eliminades en forma de vacuol.  
 
 
 
 
Fig.IV.64: Distribució dels microtúbuls perinuclears en O.vulgaris. A: Secció 
semi-longitudinal d’una espermàtida temprana on es poden veure els microtúbuls (mt) 
disposats en una orientació lleugerament obliqua a l’eix d’elongació. En una 
espermàtida avançada (B), els microtúbuls (mt) segueixen a la perifèria nuclear en la 
mateixa orientació (detall B.1). fins al moment en què se separen i desapareixen de la 
perifèria nuclear. (Fig. III.62A i III.65)  
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Els microtúbuls perinuclears al igual que en la Sepia, en Octopus són també 
unes estructures transitòries en l’espermiogènesi, i poc avanç que l’espermatozoide 
abandoni la gònada se separen del nucli i es perden (Fig. IV.65). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.IV.65: Secció transversal del nucli d’un espermatozoide gonadal, on es mostra la 
separació i eliminació dels microtúbuls perinuclears d’Octopus.  
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IV.2.2d) Evidencia de l’existència de la MNP. Inflaments al microscopi òptic, i 
observació dels nuclis inflats al microscopi electrònic. 
 En l’apartat b.1 d’aquest capítol, on hem estudiat a nivell d’ultraestructura la 
formació del nucli espermàtic d’O. vulgaris, hem vist entre d’altres aspectes, una de 
les peculiaritats de l’espermatozoide d’Octopus, és aquesta estructura que es troba en 
els pols apical i basal de la cèl·lula, que nosaltres anomenem Matriu Nuclear Polar 
(MNP), on des de l’inici de la condensació de la cromatina espermiogènica, les fibres 
s’hi troben ancorades. 
 
En el mateix apartat hem vist com aquest ancoratge de les fibres a la Matriu 
Nuclear Polar, condiciona la orientació i distribució de la cromatina dins el nucli; fent 
d’aquesta estructura un aspecte interessant a estudiar del nucli espermàtic d’Octopus
vulgaris.
 
 En aquest apartat per tal de caracteritzar millor les propietats fisico-químiques 
de l’espermatozoide d’Octopus, i el tipus d’unió que s’estableix entre la cromatina i la 
Matriu Nuclear Polar, hem fet uns experiments simples on s’han tractat els nuclis 
espermàtics d’Octopus amb solucions salines a diferents concentracions, (i per tant de 
diferent força iònica), per veure si en el nucli hi ha algun punt o alguna zona d’unió 
entre fibres de cromatina i membrana nuclear (per exemple la unió amb la MNP), que 
sigui superior a les forces electrostàtiques ( com ara una unió de tipus covalent), que 
estableixen les proteïnes bàsiques que interaccionen amb el DNA ( histones i 
protamines). 
 
 
 El tractament dels nuclis amb solucions de força iònica elevada, provoca degut 
a una competició de càrregues, un desplaçament de les histones o protamines, que 
són les proteïnes que es troben interaccionant amb el DNA. Així doncs, l’efecte que 
provoquen en el nucli aquestes solucions, és que arranquen les proteïnes bàsiques 
(principalment riques en els aminoàcids Arg+ i Lys+) que interaccionen mitjançant 
forces electrostàtiques amb el DNA. En aquest experiment hem utilitzat NaCl a 
diferents concentracions (1M i 2M). Per a l’estudi de l’extracció i/o pèrdua de les 
proteïnes que interaccionen amb el DNA, hem utilitzat estudis electroforètics, alhora, 
aquesta pèrdua de proteïnes provoca un inflament del nucli espermàtic degut a una  
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disminució del grau de compactació de la cromatina. Per veure aquest efecte que es 
produeix en el nucli, hem utilitzat el fluorocrom Hoechst, que s’uneix als parells de 
bases de DNA i que permet visualitzar al microscopi òptic de fluorescència l’estat de 
condensació de la cromatina; una fluorescència intensa indica un grau de condensació 
elevat de la cromatina en el nucli, i si la fluorescència disminueix, és perquè el grau de 
compactació de la cromatina és inferior. 
 
Primer de tot vàrem fer una obtenció de nuclis espermàtics a partir 
d’espermatòfors conservats en DMSO al 40% . L’obtenció de nuclis es va realitzar 
segons l’apartat 2 de material i mètodes. Breument, consisteix en dos primers rentats 
amb el “tampó A” ( Sacarosa a 0.25M, Tris 10mM a pH 7.4 i CaCl2 5mM i Clorur de 
Benzamidina a 50mM afegida en fresc com a inibidor de la proteòlisi) que és un tampó 
isosmòtic per a la cèl·lula. Després, es va filtrar la mostra amb una doble capa de 
gassa estèril per desprendre’s principalment de teixit epitelial, restes dels 
espermatòfors i restes cel·lulars, i després un tercer rentat amb “solució A” + TritóX-
100 0.5% (w/v); el Tritó X-100, és un detergent no iònic que el que fa aquí és dissoldre 
les membranes cel·lulars, i fer més accessible els diferents tractaments que es faran 
al nucli. La figura IV.66 mostra una fotografia al microscopi òptic en contrast de fase, 
d’aquests nuclis espermàtics tractats amb Sol. A i tritóX-100; aquests nuclis es poden 
interpretar com a nuclis control i comparar-los amb els diferents tractaments en els 
següents passos de l’experiment. 
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Fig.IV.66 (pàgina anterior): Nuclis espermàtics d’Octopus, tractats primer amb Sol.A 
,i després amb Sol.A amb  0.5% (w/v) de tritó X-100. Imatge en contrast de fase al 
microscopi òptic. Nota: La imatge mostra que també hi ha certa contaminació dels 
nuclis amb cues (o flagels) però la seva presència en la mostra no afecta els 
experiments fets a continuació. 
 
De cara a interpretar els diferents tractaments que farem amb els nuclis 
espermàtics d’Octopus, cal tenir em compte que les protamines responsables de la 
condensació de la cromatina en el nucli espermàtic d’Octopus no tenen cap cisteïna 
en la seva seqüència primària (Giménez-Bonafé et al., 2004) i en conseqüència a 
diferència del que passa en l’Octòpode Eledone Cirrhosa (Giménez-Bonafé et al., 
2002b ) les protamines espermàtiques d’Octopus no poden establir ponts S-S ni entre 
elles ni amb altres proteïnes.  
 
Per tal de corroborar aquesta primera premisa, es van agafar dues alíquotes 
dels nuclis control i una d’ella es va oxidar amb H2O2 al (10%) i l’altre alíquota es va 
sotmetre a un tractament de reducció afegint ß-mercaptoetanol al (20%). De cada 
alíquota es va procedir a fer una extracció total de proteïnes nuclears bàsiques amb 
HCl 0.4N i es va fer un gel d’AU-PAGE de les mostres. El resultat d’aquest estudi 
electroforètic es mostra en la Fig.IV.67: El carril 1, correspon a una extracció de 
proteïnes totals de nuclis sense cap tractament previ, nuclis control. El carril 2 i 3 
corresponen a les proteïnes nuclears bàsiques de nuclis tractats amb H2 O2 al 10 % i 
-mercaptoetanol al (20%), respectivament. La figura mostra que tant en els nuclis 
oxidats (carril 2) com en els nuclis reduïts (carril 3) no hi ha cap variació en la 
composició proteica del nucli espermàtic respecte els nuclis espermàtics control.  
 
En conseqüència, aquestes protamines s’haurien de comportar com 
protamines típiques en general, i  poder extreure del nucli sense la necessitat d’una 
reducció prèvia . 
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Fig.IV.67:Extracció de proteïnes bàsiques de nuclis tractats prèviament amb 
agents oxidants (H2 O 2) i reductors (- mercaptoetanol).:Carril 1: Extracció amb 
HCl 0.4N de les proteïnes nuclears de nuclis control. Carril 2: Proteïnes bàsiques del 
nucli extretes en una mostra prèviament oxidada amb H2 O2 al 10% . i en una mostra 
que ha estat prèviament reduïda amb -mercaptoetanol al 20%.( Carril 3). 
  
 
 
COMPORTAMENT DELS ESPERMATOZOIDE D’OCTOPUS EN FRONT DE 
SOLUCIONS DE FORÇA IÒNICA ELEVADA I DE LA REDUCCIÓ
 A continuació es va procedir amb l’experiment. Es va agafar una tercera 
alíquota i es va fer una reducció suau amb -mercaptoetanol a l’1%(v/v), i 
posteriorment, es varen homogeneïtzar els nuclis amb NaCl 1M. La solució salina 
d’elevada força iònica aplicada als nuclis extreu part de les protamines que compacten 
la cromatina. Per observar l’efecte d’aquest tractament sobre els nuclis, es varen 
deixar amb la sal durant 15 min. en gel i seguidament, els vàrem tenyir amb el 
fluorocrom Hoechst i els vàrem observar al microscopi de fluorescència. Els resultats 
es mostren en la Fig. IV.68. 
 
 
 269
Octopus vulgaris                                             IV.RESULTATS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. IV.68: Nuclis espermàtics d’Octopus tractats amb -mercaptoetanol a l’1%(v/v), i 
posteriorment amb NaCl 1M  
 
  
 
 El comportament dels nuclis espermàtics d’Octopus després del tractament 
amb NaCl 1M és molt interessant: malgrat la remoció parcial de les protamines del 
nucli, aquests es troben inflats i mantenen la seva integritat; en la figura es pot veure 
com la intensitat del fluorocrom és superior en els extrems, aquests dos punts 
corresponen als punts d’unió de l’ADN a la Matriu Nuclear Polar (fletxes). El fet que la 
intensitat del fluorocrom sigui superior en els extrems, indica també que en aquests 
dos punts el grau de condensació de la cromatina és també més elevat que en la resta 
del nucli. Sembla que degut a aquests punts d’unió de la cromatina  a la membrana el 
nucli preserva la cromatina dins el nucli.   
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 Vista la reacció dels nuclis sota un tractament amb Na Cl 1M, es va procedir de 
la mateixa manera, a tractar-los amb NaCl 2M. Els nuclis espermàtics, malgrat el 
tractament amb la solució salina d’elevada força iònica, segueixen mantenint la seva 
integritat (Fig.IV.69) i sobretot els punts de més concentració d’ADN (degut a una 
major intensitat de fluorescència) i d’ancoratge de la cromatina a la Matriu Nuclear 
Polar (fletxes). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.IV.69: Resposta dels nuclis espermàtics després d’una reducció lleu amb ß-
mercaptoetanol a l’1%(v/v), i tractament amb NaCl 2M. Els nuclis s’inflen però no es 
trenquen, sinó que mantenen la seva integritat i l’ADN persisteix ancorat als extrems 
apical i basal del nucli. 
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Addicionalment, per tal de poder veure a nivell d’ultraestructrua el que li passa 
als nuclis espermàtics tractats amb NaCl 2M, es va fer una “spin “ d’aquesta alíquota i 
es fa fixar el pellet amb glutaraldehid 2.5% i paraformaldehid al 2% en tampó fosfat 
0.1M pH 7.4, i es va procedir al tractament de la mostra per a ser observada al 
microscopi electrònic de transmissió. La Fig.IV.70 mostra que realment que és la MNP 
de l’àpex (Fig.IV.70A) i de la base (Fig.IV.70B) els punts d’ancoratge de la cromatina, i 
que també és en aquests punts on la cromatina presenta una condensació elevada. 
La MNP (fletxes) són les estructures rígides resistents al tractament amb NaCl 2M i 
que manten el DNA fortament ancorat. 
 
 Així doncs, d’aquesta primera part de l’experiment podem concloure que el 
comportament dels nuclis espermàtics en front a solucions salines a que els hem 
sotmès, posa de manifest l’existència d’una Matriu Nuclear Polar, on la cromatina s’hi 
manté fortament unida. De fet, en l’apartat a) d’aquest capítol, hem estat seguint al 
llarg de l’espermiogènesi la formació d’aquesta matriu. No se sap quin tipus d’unió 
s’estableix entre la cromatina a la MNP, però cal tenir present que és una unió que 
resisteix una reducció suau (amb ß-mercaptoetanol a l’1%(v/v)). 
 
Fig.IV.70: Imatges del TEM de l’àpex (a) i de la base (b) de nuclis tractats amb ß-
mercaptoetanol a l’1%(v/v) i NaCl 2M.En les imatges es pot veure com, malgrat la 
reducció feta amb -mercaptoetanol, la cromatina dels extrems del nucli segueix 
estant compactada i ancorada a la MNP (puntes de fletxa). 
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 Una segona qüestió a intentar abordar en aquests experiments, és intentar 
respondre a la pregunta. Com queda la cromatina? Partint de la base que la cromatina 
es troba unida a la membrana, quina quantitat de protamines queden en el nucli quan 
són tractats amb NaCl 2M?  
 Per a veure la composició proteica dels diferents tractaments, s’han fet 
extraccions amb HCl 0.4N de les proteïnes que queden tant en els sediments com en 
els sobrenedants de nuclis que han estat reduïts amb -mercaptoetanol a l’1%(v/v) i 
rentats amb TE (Tris 1mM /EDTA1mM Ph 7.4) o bé també reduïts i posteriorment 
rentats amb NaCl 2M , i hem estudiat les proteïnes en gels d’AU-PAGE. El gel de la 
Fig.IV.71 mostra els resultats d’aquestes extraccions. 
 
Fig.IV.71: Extracció de proteïnes bàsiques de les diferents alíquotes tractades 
amb sal. Carril 1. Extracte de proteïnes totals bàsiques del sediment de nuclis 
espermàtics reduïts amb ß-mercaptoetanol, i posteriorment rentats amb TE. Carril 2: 
Proteïnes bàsiques del sobrenadant dels nuclis reduïts i tractats amb TE. Carril 3: 
proteïnes bàsiques presents en el sediment de nuclis reduïts i posteriorment tractats 
amb NaCl 2M Carril 4. Proteïnes bàsiques del sobrenadant de nuclis reduïts i 
posteriorment tractat amb NaCl 2M, és a dir proteïnes extretes per la sal.  
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L’electroforesi mostra que en primer lloc, el tractament amb TE no extreu cap 
protamina del nucli, ja que en el carril 2, que es correspon al sobrenadant del 
tractament dels nuclis amb TE, no hi ha cap proteïna, i en el carril 1, on hi ha les 
proteïnes del sediment, s’hi troba el 100% de les protamines. El tractament dels nuclis 
espermàtics amb NaCl 2M (posterior a una reducció prèvia amb ß-mercaptoetanol), 
arranca part de les protamines Po3 i Po4 presents en el nucli; la sal aproximadament 
n’extreu la meitat. El tractament amb NaCl 2M no ha extret la protamina majoritària 
(Po2), i curiosament en els nuclis espermàtics, la presència de protamines després del 
tractament amb Na Cl 2M és força elevada. També és interessant destacar el fet que 
les protamines del nucli d’Octopus no se solubilitzen per igual sota un mateix 
tractament, ja que Po2 té un comportament diferent respecte Po3 i Po4 
 
Sembla doncs, amb tot això, que en resposta als diferents tractaments el 
comportament de l’espermatozoide d’Octopus no és homogeni Fins ara, els 
experiments ens han donat informació de l’existència de la Matriu Nuclear Polar en els 
pols apical i basal del nucli de l’espermatozoide, on part de la cromatina hi queda 
unida. També hem vist que no totes les protamines que es troben en el nucli 
espermàtic d’Octopus se solubilitzen per igual quan són sotmeses a un mateix tipus 
de tractament.  
 
 Per tal d’intentar esbrinar més sobre el comportament dels espermatozoides 
d’Octopus, hem fet uns experiments on tractem nuclis espermàtics amb una solució 
salina de força iònica mol elevada (NaCl 2M) i valorem les protamines que ham estat 
arrancades del nucli., primer de nuclis sense reduïr, després amb una segona alíquota 
a partir de nuclis que havíem estat reduïts amb -mercaptoetanol a l’1% (v/v), i 
finalment amb una tercera alíquota que contenia nuclis espermàtics d’Octopus que 
havien estat prèviament reduïts amb -mercaptoetanol al 20% (v/v). Per a visualitzar 
els resultats, per una banda es varen tenyir els nuclis espermàtics amb Hoechst per 
ser observats al microscopi de fluorescència, i per l’altre cantó, es varen fer 
electroforesis en gels AU-PAGE dels sediments i sobrenedants de les proteïnes 
extretes per la sal. Els resultats es mostren en la Fig.IV.72. Curiosament, els nuclis 
tractats amb NaCl 2M sense cap tipus de reducció prèvia (Fig.IV.72B) respecte els 
nuclis control (Fig.IV.72A), només s’inflen una mica, i ho fan per la base (detall 
Fig.IV.72B.1). Quan mirem les proteïnes remanents en els nuclis (sediment: 
Fig.IV.72E, carril 1) i les arrancades per la sal (sobrenadant Fig.IV.72E Carril 2 ),  
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observem que amb NaCl 2M s’extreu només part de les Po3 i Po4 (molt poques), i 
Po2 es manté intacta dins els nuclis. Aquest comportament dels nuclis és molt curiós, 
donat que sabem que les protamines d’Octopus, en la seva seqüència primària, no 
contenen cap residu de cisteïna (Giménez-Bonafé et al. 2004) , i per tant no haurien 
de formar ponts S-S ni entre elles ni amb altres proteïnes, en conseqüència haurien de 
poder ser extretes amb la sal. 
 
 Si avanç de tractar els nuclis espermàtics amb NaCl 2M es fem una reducció 
suau fent un rentat previ amb -mercaptoetanol al 1% (v/v), tal i com hem vist en les 
Figs.IV.69, i Fig.IV.71 carril 3, i que aquí tornem a comprovar de nou, els nuclis 
espermàtics reaccionen a aquest tractament inflant-se i mantenint els punts 
d’ancoratge de la cromatina a la MNP (punts de fluorescència més intensa) que hem 
observat prèviament en aquest apartat. (Fig.IV.72C). I del nucli, solament han estat 
arrencades aproximadament la meitat de les protamines Po3 i Po4 (gel Fig.IV.72E, 
carrils 3 i 4). 
 
 
 
Fig.IV.72 (pàgina següent):  Comportament dels nuclis espermàtics en front de 
diferents graus de reducció.  A: nuclis control d’Octopus tractats amb solució 
isosmòtica (Sol. A) i TE. B: Nuclis espermàtics (sense reduïr) tractats directament amb 
NaCl 2M. B.1: Detall de la resposta d’un nucli a aquest tractament, on es pot veure 
que aquest s’infla una mica i només per la base. C: Resposta dels nuclis espermàtics 
a una reducció prèvia amb ß-mercaptoetanol a l’1%(v/v) i posteriorment tractats amb 
NaCl 2M.D: Nuclis reduïts primer fortament amb ß-mercaptoetanol al 20% (v/v) i 
posteriorment tractats amb NaCl 2M. E: Electroforesi en gel AU-PAGE de les 
proteïnes nuclears extretes per la sal en els diferents tractaments (B-D).Carril 1 i 
2: Sediment (1) i sobrenadant (2) del tractament dels nuclis en B; sediment (carril 3) i 
sobrenadant (carril 4) del tractament en C. Carrils 5 i 6: Sediment i sobrenadant 
respectivament del tractament dels nuclis en D. 
 
 275
Octopus vulgaris                                             IV.RESULTATS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Quan es redueixen els nuclis intensament, i posteriorment es banyen amb NaCl 
2M (Fig.IV.72D), la sal fa explotar els nuclis i extreu, ara si, aproximadament la meitat 
de les protamines presents en els nuclis, inclosa la Po2 (Fig. IV.72E). 
 
 Així doncs, malgrat d’absència de residus cisteïna en les protamines que 
compacten la cromatina en el nucli espermàtic d’Octopus, és necessària una reducció 
prèvia del nucli per extreure (només) part de les protamines Po3 i Po4. No és fins que 
es redueix molt fortament el nucli, que la protamina principal (Po2) es pot extreure 
parcialment del nucli.  
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Tot això, ens fa pensar que hi ha d’haver una correlació important entre: 
- Integritat del nucli 
- Matriu Nuclear polar  
- Protamina principal: Po2 
amb l’estat oxidat o reduït del nucli.  
 
Sembla que la Matriu Nuclear Polar i Po2 (a diferència de la resta de 
protamines del nucli) podríem estar interaccionant fortament, formant una estructura 
forta, que no es trencaria sinó es redueix el nucli intensament.  
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IV.2.2e) Proposta d’un model de com estan organitzades les fibres de DNA i la 
cromatina en el nucli espermàtic d’Octopus. 
En vista dels resultats obtinguts en l’apartat anterior b.4), sembla que tot 
apuntaria a què la distribució de les protamines dins el nucli espermàtic d’Octopus no 
seria homogènia sinó que presentarien una posició concreta. En concret sembla que 
la Po2 estaria propera a les zones apical i basal, establint algun tipus d’unió amb la 
Matriu Nuclear Polar, mentre que la resta de protamines (Po3/Po4) estarien 
associades a la zona mitja del nucli interaccionant amb les fibres de DNA. 
 
A continuació presentem una representació esquemàtica de com podrien estar 
organitzades les protamines en el nucli espermàtic d’Octopus. 
 
Fig.IV.73: Proposta d’un model de com es 
troba organitzada la cromatina dins el nucli de 
l’espermatozoide d’Octopus vulgaris.  
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Resum del significat de les observacions i experiments realitzats en aquest apartat  
IV.2.2)
 La cromatina espermiogènica del cefalòpode O.vulgaris, inicia la seva primera 
remodelació partint d’una cromatina similar a la de tipus somàtic i dóna en primer lloc, 
unes fibres de 20nm de diàmetre (fig.IV.51). Aquestes fibres, són similars a les que 
hem descrit en Sepia (de 20-30nm), però després en Octopus, les fibres de 20nm 
formen unes estructures fibrotubulars que no observem en el Decàpode. La 
condensació de les fibres de 20nm dóna lloc primer a unes estructures fibrotubulars 
de 40nm (Fig.IV.57) de diàmetre que progressivament, al llarg de l’espermiogènesi, 
incrementen de gruix i mesuren 60-80nm., (Fig.IV.58,59). Finalment, en els estadis 
últims de l’espermiogènesi, la cromatina forma unes fibres molt fines de 3-5nm 
(Fig.IV.60) producte de la fusió i dissolució de les estructures fibrotubulars anteriors. 
Aquestes remodelacions de la cromatina, són degudes al canvi en les proteïnes que 
interaccionen amb tot (o part ) de l’ADN genòmic. Inicialment les fibres de cromatina 
no es troben organitzades en cap ordre aparent dins el nucli, però a mesura que el 
nucli espermiogènic es va elongant, (degut a la presència de microtúbuls 
perinuclears), les fibres de cromatina es van disposant en paral·lel a l’eix d’elongació. 
Aquesta disposició concreta de l’ADN dins el nucli, està mediada per la Matriu Nuclear 
Polar (MNP) : dues zones diferenciades de l’àpex i de la base de espermàtida on les 
fibres de cromatina hi estan fortament ancorades i que són els punts a través dels 
quals es transmet la força mecànica (originada per l’elongació del nucli) a la cromatina 
provocant la disposició en paral·lel de les fibres de cromatina. 
 
 En quan a la nucleomorfogènesi espermàtica d’Octopus, es troba directament 
afectada per als microtúbuls disposats a la perifèria del nucli. En Octopus, també 
s’estableix la relació entre la cromatina condensant, membrana nuclear, i microtúbuls 
perinuclears que hem vist en Sepia, però degut a la diferent distribució dels 
microtúbuls en Octopus respecte la Sepia, la pèrdua de nucleoplasma sobrer es dóna 
per igual en un costat que en l’altre del perímetre del nucli i no és conseqüència com 
hem vist en Sepia, del reclutament d’un costat de l’espermàtida cap a l’altre. 
 
 Els experiments d’inflaments de l’apartat b.4) demostren que en el nucli de 
l’espermatozoide d’Octopus vulgaris existeix una estructura rígida als pols apical i  
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basal, la Matriu Nuclear Polar, on la cromatina hi queda fortament ancorada. En 
l’apartat b.1) hem pogut seguir l’evolució i formació d’aquesta matriu, i hem vist també 
que l’ancoratge de les fibres de cromatina a la Matriu Nuclear Polar posiciona el 
genoma dins el nucli espermàtic d’una manera determinada; és a dir que la Matriu 
Nuclear Polar dirigeix l’arquitectura genòmica del nucli espermàtic d’O. vulgaris.  
 
 Addicionalment de la MNP en podem dir que: (a) són les zones a partir de les 
quals es comença a condensar la cromatina en fibres/túbuls, (b) són els punts a través 
dels quals es transmeten les forces mecàniques (originades per l’elongació del nucli) a 
la cromatina i fa que les fibres es disposin en una disposició paral·lela i (c) la 
protamina majoritària en l’espermatozoide Po2 es troba principalment localitzada a les 
zones properes a la MNP (apical i basal) on la cromatina es troba més concentrada.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
